Les monocytes CCR7+ comme outil de transport des nanoantirétroviraux vers le système nerveux central by Leblanc, David
  
 
  
 
 
 
LES MONOCYTES CCR7+ COMME OUTIL  DE TRANSPORT DES 
NANOANTIRÉTROVIRAUX VERS LE SYSTÈME NERVEUX CENTRAL 
 
 
 
Par  
 
 
 
David Leblanc 
 
 
 
Mémoire présenté au Département de biologie en vue  
de l’obtention du grade de Maître ès science (M.Sc.) 
 
 
 
FACULTÉ DES SCIENCES 
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
 
 
 
Sherbrooke, Québec, Canada, avril 2015 
 
 
 
 ii 
Le 24 Avril 2015 
 
 
 
Le jury a accepté le mémoire de Monsieur David Leblanc 
 dans sa version finale 
 
 
 
Membres du jury 
 
 
 
Professeur Nancy Dumais 
Directrice de recherche 
Département de biologie 
 
 
 
Professeur Jana Stankova 
Évaluatrice interne 
Département de l'inflammation 
 
 
 
Professeur Richard Blouin 
Président rapporteur 
Département de biologie 
 
 iii 
SOMMAIRE 1 
 2 
 3 
 4 
Actuellement, l'infection au virus de l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est 5 
considérée comme une infection chronique contrôlable à moyen et long terme. En effet, 6 
l'utilisation appropriée de combinaisons d'antirétroviraux ainsi qu'un suivi du 7 
développement de la résistance chez le virus peut diminuer la charge virale pendant 8 
des décennies et retarder l'apparition du syndrome d'immunodéficience acquise 9 
(SIDA). Cependant, certains de ces médicaments, et tout particulièrement les 10 
inhibiteurs de protéase du VIH-1 pénètrent difficilement dans certains organes pouvant 11 
servir de réservoirs viraux comme c'est le cas pour le cerveau. Cette limitation favorise 12 
la persistance du virus permettant la réapparition rapide d'une forte virémie si les 13 
traitements sont interrompus. La réplication du VIH-1 dans le cerveau favorise le 14 
développement de déficits cognitifs, comportementaux et moteurs à long terme chez 15 
les personnes qui en sont atteintes. L'objectif principal de ce mémoire est de vérifier la 16 
possibilité d'utiliser les monocytes comme outil de transport des antirétroviraux sous 17 
forme de nanoparticules vers le réservoir du VIH-1 dans le système nerveux central 18 
(SNC). Cet objectif est vérifié à l'aide d'une reconstitution de la barrière 19 
hématoencéphalique (BHE), où la migration des monocytes chargés de 20 
nanoantirétroviraux est évaluée avec une lignée cellulaire monocytoïde, soit les Mono-21 
Mac-1 (MM-1). 22 
 23 
 24 
Des particules de tailles nanométriques dans lesquelles la ritonavir est encapsulée 25 
(nanoRTV) ont été développées afin de faciliter leur chargement à l'intérieur des 26 
cellules. Des essais de cytotoxicité ont montré que la ritonavir encapsulée n'était pas 27 
plus toxique que la ritonavir seule. Par la suite, la capacité de chargement, de rétention 28 
ainsi que de relâchement de nanoRTV ont été mesurés dans le temps avec les cellules 29 
MM-1. Les résultats démontrent que les cellules MM-1 sont tout à fait capables de 30 
 iv 
stocker des quantités importantes de ritonavir et de garder près de 40 % de la quantité 31 
initialement chargée sur une période de sept jours.  32 
 33 
 34 
Les essais de migration à travers la BHE reconstituée indiquent que les MM-1 chargées 35 
avec la nanoRTV perdent plus de la moitié de leur capacité de migration à travers la 36 
BHE en présence de chimiokines. Cependant, la pré-stimulation des cellules à la PGE2 37 
avant le chargement des nanoRTV semble rétablir la capacité de la migration à travers 38 
cette barrière. 39 
 40 
 41 
Cette étude est complémentaire à d'autres travaux de recherche visant l'utilisation de 42 
cellules comme outil de transport pour la livraison de médicaments à des sites 43 
anatomiques ciblés. De plus, nos résultats suggèrent que les monocytes pourraient 44 
être des acteurs importants dans ce type de thérapie, étant des cellules avec une forte 45 
capacité de migration à travers la BHE.46 
Mots-clés: BHE, PGE2, VIH-1, monocyte 
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CHAPITRE 1 242 
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 INTRODUCTION 244 
 245 
 246 
 247 
1.1 VIH-1 248 
 249 
 250 
1.1.1 Historique 251 
 252 
 253 
C'est en 1981 qu'apparut la première description documentée du syndrome 254 
d’immunodéficience acquise aux États-Unis par le CDC (de l’anglais "Center for 255 
Disease Control"). Cette maladie était perçue à l'époque comme étant une 256 
pneumocystose pulmonaire à Pneumocystis caranii  avec une immunodéficience 257 
inexpliquée,  analysée chez 5 patients mâles homosexuels (CDC, 1981). Au courant 258 
de la même année, plusieurs autres cas peu communs de pneumocystoses, sarcomes 259 
de Kaposi et d'infections orales à Candidas albicans furent répertoriés chez des 260 
patients qui étaient en majorité des homosexuels, pour finalement s'élever à 159 cas à 261 
la fin de cette année (Hymes et al., 1981). L'année suivante, des cas semblables 262 
d'infections rares liés à une immunodéficience sévère apparaissent dans la population 263 
non homosexuelle, tous associés à des transfusions sanguines, pointant déjà les 264 
prémisses d'un agent infectieux se propageant par le sang (CDC, 1982). C'est en 1983 265 
que l'équipe des Drs. Luc Montagnier et Françoise Barré-Sinoussi de l'Institut Pasteur 266 
rapporte pour la première fois avoir isolé des ganglions, l'agent étiologique du 267 
syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA) (Marx, 1983). Le virus fut classé chez 268 
les Retroviridae sous l'appellation de LAV (de l'anglais "lymphadenopathy-associated 269 
virus") par  Montagnier et l'année suivante sous le nom de HTLV-III (de l'anglais 270 
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"Human T-cell leukemia virus type III") par Robert Gallo et ces collègues  (Gallo et al., 271 
1984). Les deux termes sont par la suite unifiés sous le sigle de virus de 272 
l'immunodéficience humaine (VIH), l'appellation que nous connaissons aujourd'hui. En 273 
2011, un rapport de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estimait à 34 millions 274 
le nombre d'individus vivant avec le VIH, avec plus de 2,5 millions de personnes 275 
nouvellement infectées par le VIH. Cependant, le nombre de nouvelles infections a 276 
diminué en comparaison aux années 1990. Cette réduction de nouveaux cas 277 
d'infection s'expliquerait par l'augmentation de la prévention et l'accessibilité des 278 
thérapies antirétrovirales. Cependant, le VIH reste la 6e cause de mortalité dans le 279 
monde.  280 
 281 
 282 
1.1.2 Description du VIH-1 283 
 284 
 285 
Le VIH-1 est un virus de la famille des Retroviridae du genre des lentivirus (Chiu et al., 286 
1985). Ces virus sont caractérisés par une longue période d'incubation avant 287 
l'apparition de symptômes d'infection et se répliquent principalement dans les cellules 288 
du système immunitaire. L'information génétique du VIH-1 est contenue sous forme 289 
d'ARN simple brin pouvant être décomposé en 9 gènes distincts et fait partie du groupe 290 
VI de la classification de Baltimore (Baltimore, 1971). Les virus de ce groupe et de cette 291 
famille sont caractérisés par la présence d'une enzyme, la transcriptase inverse, qui 292 
synthétise le brin d'ADN complémentaire à partir de l'ARN viral. La réplication du virus 293 
se fait suite à l'intégration de l'ARN rétrotranscrit en ADN à l'intérieur du génome de la 294 
cellule infectée.  295 
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1.1.3 Structure du VIH-1 296 
 297 
 298 
Les particules virales matures sont d'apparence sphérique, mesurent entre 110 et 128 299 
nanomètres (nm)(Gentile et al., 1994) et possèdent deux zones distinctes (Figure 1). 300 
La zone interne, ou capside, est en forme de cône, mesure 60 ± 8 nm (Briggs et al., 301 
2003) et est composée d'environ 2000 protéines virales nommées p24. Cette coquille 302 
contient l'ARN viral simple brin en 2 copies identiques de 9 gènes, enrobés d'un 303 
assemblage d'une nucléoprotéine, la p7, ainsi que plusieurs autres de ces protéines 304 
virales préformées comme Vif (de l'anglais "virus infectivity factor"), Vpr (de l'anglais " 305 
viral protein R"), une protéase et Nef (de l'anglais "negative regulatory factor"), qui sont 306 
Figure 1. Structure du VIH-1  
Adapté du NIAID, 2005 
 
 
 
Figure 2. Cycle réplicatif du VIH-1Figure 3. Structure du VIH-1  
Adapté du NIAID, 2005 
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Figure 4. Étape de maturation du virus VIH-1 suite à son 
bourgeonnement.Figure 5. Cycle réplicatif du VIH-1Figure 6. 
Structure du VIH-1  
Adapté du NIAID, 2005 
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toutes essentielles à la médiation de la réponse cellulaire lors de la phase précoce 307 
d'infection cellulaire. La transcriptase inverse (RT) et l'intégrase (IN), servant 308 
respectivement à la rétrotranscription de l'ARN en ADN et à l'intégration de l'ADN dans 309 
le génome de la cellule hôte, sont liées directement à l'ARN viral (Figure 1). 310 
L'enveloppe externe est formée par une membrane lipidique composée de 2 couches 311 
d'acides gras provenant de la membrane cytoplasmique de la cellule hôte.  Cette 312 
enveloppe lipidique est stabilisée par une matrice assemblée par une protéine virale 313 
appelée p17 (Figure 1). La membrane virale externe possède plusieurs protéines de la 314 
cellule hôte comme des complexes majeurs d'histocompatibilités (CMH), de l'actine-β, 315 
de l'ubiquitine (Arthur et al., 1992), ainsi que le complexe viral gp120-gp41. La 316 
glycoprotéine 120 (gp120) permet l'attachement du virus à la cellule hôte en se liant 317 
spécifiquement au récepteur CD4 (de l'anglais "cluster différentiation 4"). La gp 41 318 
(glycoprotéine 41), quant à elle, possède deux fonctions: la première est d'ancrer le 319 
complexe gp120-gp41 à la surface du virus et la seconde fonction est de se lier aux 320 
récepteurs à chimiokine CCR5 (de l'anglais "C-C motif receptor type 5") ou CXCR4 (de 321 
l'anglais '' C-X-C chemokine Receptor type 4''). La liaison gp120-CD4 et gp41-322 
CCR5/CXCR4 est essentielle pour l'entrée du virus à l'intérieur de la cellule hôte.  323 
 324 
 325 
1.1.4 Cycle de réplication du VIH-1 326 
 327 
 328 
Le récepteur gp120 du VIH-1 peut acquérir certaines modifications structurales, 329 
causées majoritairement par des erreurs lors de la rétrotranscription (Abram et al., 330 
2010), pouvant favoriser l'attachement de la protéine virale à un plus grand nombre de 331 
corécepteurs cellulaires. Le VIH-1 ''T ou R5-tropique'' infecte de manière plus efficace 332 
les lymphocytes T-CD4+ à l'aide du récepteur CD4 et des corécepteurs à chimiokines 333 
CCR5 et/ou CXCR4 (de l'anglais "C-X-C motif receptor 4") (Grivel and Margolis, 1999; 334 
Sakaida et al., 1998), alors que le VIH-1 ''M-tropique'' infecte les 335 
monocytes/macrophages et les cellules de la microglie en utilisant principalement le 336 
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récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 et/ou CCR3 (de l'anglais '' C-C chemokine 337 
receptor type 3'') (He et al., 1997). Il est connu que le VIH-1 peut adhérer aux cellules 338 
dendritiques (DCs) et aux cellules de Langerhans par le récepteur ''dendritic cell-339 
specific intracellular adhesion molecule-3 grabing non-integrin (DC-SIGN)''  340 
(Geijtenbeek et al., 2000; Geijtenbeek and van Kooyk, 2003; Jameson et al., 2002). 341 
Cette infection n'engendre pas une production efficace de nouvelles particules virales, 342 
mais plutôt une activation causant la maturation et la migration de ces cellules vers les 343 
organes lymphoïdes secondaires, où les virus contenus dans les DCs seront exposés 344 
et transférés à des cellules T CD4+(Geijtenbeek et al., 2000; Gupta et al., 2002). Les 345 
types cellulaires nommés précédemment sont les plus susceptibles d'être infectés par 346 
le VIH-1 grâce à la présence du récepteur CD4. Cependant d'autres types cellulaires 347 
peuvent être infectés par le VIH-1, c'est le cas des neurones et des astrocytes qui 348 
possèdent les récepteurs de chimiokines CCR5 et CXCR4 (Asensio and Campbell, 349 
1999; Miller and Meucci, 1999), sans toutefois provoquer une infection significative de 350 
nouvelles particules virales.  351 
 352 
 353 
La première étape du cycle de réplication du VIH-1 débute par la reconnaissance du 354 
récepteur cellulaire CD4 par la protéine gp120 (Figure 2) grâce à sa boucle V3 qui va 355 
permettre la liaison du virus (Clements et al., 1991). Cet attachement provoque un 356 
changement de conformation et libère un site de liaison de la gp120 au corécepteur 357 
CCR5 (Kwong et al., 1998; Sattentau and Moore, 1991). Ces deux dernières étapes 358 
vont provoquer la dissociation du complexe gp120-gp41 et permettre à la gp41 de se 359 
lier à la membrane cellulaire et donc de permettre l'entrée du virus à l'intérieur de la 360 
cellule.  361 
 362 
 363 
La deuxième étape débute lorsque la capside entre dans le cytoplasme de la cellule 364 
infectée. Les facteurs engendrant la décapsidation sont encore mal-connus, cependant 365 
plusieurs molécules comme la cyclosporine A, semblent jouer un rôle inhibiteur 366 
 6 
important à cette étape (Li et al., 2009). On suppose qu'immédiatement après l'entrée 367 
du complexe viral dans la cellule, il se produit un désassemblage progressif de la 368 
capside menant à la formation du complexe de rétrotranscription (CRT) dépendant 369 
probablement de l'accès aux déoxyribonucléotides (Goff, 2001).  370 
Figure 2. Cycle réplicatif du VIH-1 
Adapté de NIAID, 2012 
 
 
Figure 9. Étape de maturation du virus VIH-1 suite à son 
bourgeonnement.Figure 10. Cycle réplicatif du VIH-1 
Adapté de NIAID, 2012 
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La troisième étape commence lorsque les simples brins d'ARN sont convertis en 371 
double brin d'ADN (Telesnitsky and Goff, 1997). Cette étape, spécifique aux rétrovirus, 372 
est assurée par une enzyme virale nommée transcriptase inverse (RT) déjà présente 373 
sur l'ARN viral. C'est d'ailleurs une des étapes du cycle réplicatif ciblées lors des 374 
traitements aux antirétroviraux du VIH-1. Cette enzyme initie la synthèse de l'ADN 375 
complémentaire (ADNc) à partir d'un ARN de transfert (ARNt) qui se lie sur la séquence 376 
PBS (de l'anglais ''Primer Binding Site'') située dans la région LTR (de l'anglais ''Long 377 
Terminal Repeat'') de l'ARN viral, tout en dégradant l'ARN apparié à l'ADNc 378 
nouvellement synthétisé grâce à son activité RNase H (Freed, 2001).  La formation de 379 
l'ADN viral donne naissance au complexe de pré-intégration (PIC, de l'anglais ''pre-380 
integration complex) composé du double brin d'ADN viral, de l'intégrase (IN), de la 381 
matrice (MA), Vpr et RT en association avec plusieurs protéines de la cellule hôte 382 
comme BAF, HRP-2, LEDGF/p75 et HMGI(Y) (de l'anglais ''the Barrier-to-Auto-383 
integration Factor (BAF)'', Hepatoma-derived growth factor Related Protein 2(HRP-2), 384 
proteins Lens Epithelium-Derived Growth Factor p75 (LEDGF/p75) et High Mobility 385 
Group DNA-binding protein HMGI(Y)'' respectivement) (Al-Mawsawi and Neamati, 386 
2007; Bukrinsky et al., 1993; Miller et al., 1997; Vandegraaff et al., 2006). Ce complexe 387 
va transiter par les microtubules où il se déplacera grâce à des moteurs à dynéines 388 
jusqu'aux pores nucléaires du noyau de la cellule. (McDonald et al., 2002). Plusieurs 389 
protéines virales comme IN, MA, RT et Vpr possèdent un signal de localisation 390 
nucléaire (SLN) permettant l'importation nucléaire de PIC (Haffar et al., 2000; 391 
Heinzinger et al., 1994; Reil et al., 1998). 392 
 393 
 394 
La quatrième étape commence avec l'entrée du complexe PIC dans le noyau. Des 395 
études ont démontré que l'insertion du génome viral, loin d'être aléatoire, semble plutôt 396 
cibler des régions transcriptionnellement actives (Schroder et al., 2002). L’intégration 397 
de l'ADN est assurée par IN du virus. Cette étape est encore une fois spécifique aux 398 
rétrovirus et est utilisée comme cible pour les traitements. Plusieurs protéines de l'hôte, 399 
captées par le complexe PIC semblent nécessaires à l'intégration efficace de l'ADNc 400 
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viral. En effet, la protéine LEDGF/p75, étant liée à IN, permet l'attachement de l'ADN 401 
viral à la chromatine de la cellule hôte tout en protégeant IN de l'ubiquitination et sa 402 
dégradation par le protéasome (Llano et al., 2004; Maertens et al., 2003) (Nishizawa 403 
et al., 2001). Il a été montré que la protéine HMGI(Y) lie l'ADNc viral et augmente 404 
l'efficacité de l'IN (Farnet and Bushman, 1997; Hindmarsh et al., 1999). On suppose 405 
que HMGI(Y) s'attache aux deux bouts de l'ADNc pour stabiliser le complexe durant 406 
l'intégration (Farnet and Bushman, 1997). La protéine BAF, pour sa part, empêche 407 
l'auto-intégration de l'ADNc nouvellement formé et paraît avoir un rôle dans l'orientation 408 
du complexe PIC envers la chromatine (Chen and Engelman, 1998; Lee and Craigie, 409 
1998; Shun et al., 2007). À cette étape, l'ADN viral est intégré à l'intérieur du génome 410 
de l'hôte. Si l'intégration n'a pas lieu, l'ADN sera circularisé à ces deux extrémités LTR 411 
et deviendra avirulent de manière irréversible (Hindmarsh and Leis, 1999). Une fois 412 
intégré, l'ADN proviral peut rester en latence pendant plusieurs années et de manière 413 
prédominante dans les cellules T CD4+ (Chomont et al., 2009) 414 
 415 
 416 
La cinquième étape débute par l'activation de l'ADN proviral. Cette activation est 417 
dépendante de l’acétylation et de la décompaction de la chromatine environnant l'ADN 418 
proviral (Shirakawa et al., 2013). Cet état de la chromatine rendra le génome viral 419 
disponible à ses facteurs de transcription. En effet, les régions LTR du VIH-1 possèdent 420 
plusieurs sites de liaison à des facteurs de transcription de la cellule hôte, incluant NF-421 
κB (de l'anglais'' Nuclear Factor-κB), NFAT (de l'anglais''Nuclear Factor of Activated T 422 
cells''), Sp1 (de l'anglais''Specificity protein I'') et AP1 (de l'anglais ''activator protein 1'') 423 
(Corthesy and Kao, 1994; Jones et al., 1986; Nabel and Baltimore, 1987). Certaines 424 
autres molécules comme l'interleukine-6 (IL-6), TNFα (de l'anglais ''Tumor Necrosis 425 
Factor-α'') ainsi que l'interleukine-2 (IL-2) semblent être des inducteurs potentiels de la 426 
réplication du VIH-1 dans les cellules T CD4+ (Chun et al., 1998). Cependant, NF-κB 427 
et NFAT sont normalement séquestrés dans le cytoplasme et une translocation de ces 428 
facteurs est donc nécessaire pour induire l'expression du génome du VIH. La liaison 429 
de ces facteurs au LTR transmet un signal d'activation permettant la liaison de l'ARN 430 
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polymérase II (ARNPII) à la boîte TATA sur le LTR de l'ADN proviral débutant sa 431 
transcription en ARN messager (ARNm). Ces premières transcriptions sont pour la 432 
majorité (87%) épissées en petit ARNm d'environ 2 kb pour permettre la production 433 
des protéines virales Tat (de l'anglais ''Trans-activator of transcription''), Nef et Rev (de 434 
l'anglais ''Regulator of expression of virions proteins'') (Kao et al., 1987; Pollard and 435 
Malim, 1998). Cette étape se nomme la phase de transcription précoce (Ott et al., 436 
2004). Tat va se lier à une structure d'ARNm de 59 nucléotides en forme de boucle 437 
nommée TAR (de l'anglais ''TransActivation Response element'') située sur la partie 5' 438 
du transcrit viral nouvellement formé (Dingwall et al., 1990). L'interaction TAR-Tat 439 
produit une transcription complète efficace de l'ADN virale en recrutant des facteurs 440 
cellulaires comme PTEFb (de l'anglais ''Positive Transcription Elongation Factor b''), 441 
augmentant l'efficacité de l'ARNPII à transcrire le génome du VIH-1 (Jones et al., 1986; 442 
Zhou et al., 2000). La liaison du complexe PTEFb catalyse la phosphorylation de DSIF 443 
(de l'anglais''DRB-Sensitive Inducing Factor'') et de NELF (de l'anglais''Negative 444 
Transcription Elongation Factor'') qui détache NELF de la région LTR (de l'anglais 445 
''Nuclear Localization Signal'') (Fujinaga et al., 2004), augmentant de manière 446 
considérable la quantité d'ARNm viral produit (Marciniak and Sharp, 1991). La phase 447 
tardive de transcription s'amorce lorsque la concentration en protéine virale Rev 448 
devient élevée. Cette protéine entre dans le noyau à l'aide de son motif NLS et se lie à 449 
un élément nommé RRE en forme de boucle située sur la région codante de 450 
l'enveloppe virale sur l'ARNm (de l'anglais'' Rev Response Element'') (Malim et al., 451 
1989). L'association Rev-RRE permet l'exportation des ARNm viraux peu ou pas 452 
épissés, soit l'ARNm de ~4 kb et ~9 kb, via son signal NES (de l'anglais''Nuclear Export 453 
Signal'') (Wen et al., 1995). Les protéines de l'enveloppe virale (env), la protéine virale 454 
U (Vpu) et Vpr seront traduites à partir de l'ARNm ~4 kb alors que Gag (de l'anglais 455 
''Group specific antigen'') et Pol seront traduites à partir de l'ARNm ~9kb. 456 
 457 
 458 
L'assemblage du virus se fait majoritairement grâce à Gag. Cette polyprotéine est 459 
divisée en 4 domaines: la matrice (N-terminale) (MA), la capside (CA), la nucléocapside 460 
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(NC) et p6 (C-terminal) (Bell and Lever, 2013). Un signal sur le transcrit de ~9kb, 461 
nommé, ''Frameshift Stimulatory Signal'' (FSS), provoque le changement de cadre de 462 
lecture chez environ 5% des ribosomes au moment de la traduction permettant la 463 
formation de la protéine Gag/Pol viral. Ce ratio est représentatif des proportions de Gag 464 
et de Gag/Pol compris à l'intérieur des particules virales nouvellement assemblées 465 
(Cullen, 2009). Un acide myristique est ajouté à Gag de manière cotraductionnelle à 466 
son extrémité N-terminale sur la glycine en 2e position  (Massiah et al., 1994; Wilcox et 467 
al., 1987). La myristoylation est essentielle pour permettre la liaison de la protéine virale 468 
et son assemblage à la membrane plasmique de la cellule infectée (Bryant and Ratner, 469 
1990). Le domaine MA semble aussi se lier à la partie cytoplasmique de la protéine 470 
gp41 de l'enveloppe. Une fois arrivée à la membrane, les protéines virales Gag et 471 
Gag/Pol vont polymériser à la membrane et former la capside immature. Les protéines 472 
virales accessoires comme Vif, Vpr et Nef seront elles aussi chargées à l'intérieur de 473 
la capside immature par interaction avec Gag. La stabilité des interactions Gag-Gag à 474 
la membrane est assurée par CA et NC  (Sandefur et al., 2000; von Schwedler et al., 475 
2003). L'empaquetage des deux brins d'ARN complets du VIH à l'intérieur de la 476 
particule virale se fait avec l'aide du domaine NC de Gag qui reconnait une région de 477 
l'ARNm nommé sites-Ψ (de l'anglais, ''RNA packaging signals) composé de 4 tiges-478 
boucles (SL-1 à SL-4) situées à l'extrémité 5' de l'ARN viral (Berkowitz et al., 1995; 479 
Jouvenet et al., 2009). Afin de provoquer le bourgeonnement de la capside virale, le 480 
domaine P6 contient deux motifs LD (de l'anglais ''Late Domain''). Le domaine LD 481 
primaire lie et recrute la sous-unité TSG101 du complexe hétérodimérique ESCRT-I 482 
(de l'anglais, ''endosomal-sorting complexes required for transport'' de type I) 483 
(Gottlinger et al., 1991) (Garrus et al., 2001). Le deuxième LD de p6 et NC sur Gag 484 
vont détourner une seconde protéine du complexe ESCRT nommé ALIX  (Carlton and 485 
Martin-Serrano, 2009; Strack et al., 2003). La combinaison de ces deux facteurs du 486 
complexe ESCRT provoque le bourgeonnement  en activant d'autres protéines 487 
ESCRTS. 488 
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La dernière étape du cycle de réplication commence de manière concomitante ou 489 
immédiatement après le bourgeonnement du virion immature. Cette transformation 490 
repose sur la protéase virale (PR) du VIH. Cette étape est spécifique aux rétrovirus et 491 
est ciblée pour le traitement antirétroviral. La PR du VIH-1 est une protéase à acide 492 
aspartique qui utilise deux chaînes latérales d'acide aspartique avec le motif Asp-Thr-493 
Gly comme site de clivage de lien peptidique (Cooper, 2002). Cette PR est un 494 
homodimère ayant son site actif entre les deux monomères (Ishima et al., 2003). Le 495 
mécanisme par lequel PR s'active durant l'assemblage et le bourgeonnement n'est pas 496 
encore complètement connu. Toutefois, Gag/Pol semble pouvoir former des dimères 497 
transitoires Gag/Pol–Gag/Pol (environ 3 à 5%) permettant l'autoclivage de Gag/Pol 498 
résultant en une forme stable de PR ayant une activité catalytique complète (Tang et 499 
al., 2008). Durant la phase de maturation, PR va cliver 5 différents sites de Gag et 5 500 
autres sites sur le complexe Gag/Pol. Cette enzyme semble reconnaître la forme 501 
globale de son substrat plutôt que sa séquence spécifique parce que les sites de 502 
clivages peuvent varier considérablement dans les séquences d'acides aminés (Prabu-503 
Jeyabalan et al., 2002). Suite à l'activation de la PR, Gag sera clivé en p55 (Figure. 504 
3A). La protéine p55 sera par la suite clivée en p41 et p15 (Figure 3B). La protéine p15 505 
sera clivée en p6 et p9 (Figure 3C). Ensuite, PR clive p41 en p17 et p25 (Figure 3D). 506 
Les protéines p9 et p25 auront encore besoin d'être clivées en p24, p2, p7 et p1 507 
respectivement pour arriver aux protéines matures finales. La protéine virale p2 est 508 
importante pour la stabilisation de Gag et pour la compaction des protéines NC lors de 509 
la formation de la nucléocapside mature (Wright et al., 2007). Ces étapes de maturation 510 
sont critiques pour la formation de particules virales infectieuses, ce qui en fait une 511 
autre cible de choix pour les traitements antirétroviraux. 512 
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1.2 Les antirétroviraux 513 
 514 
 515 
Les antirétroviraux sont une classe de médicaments utilisée pour le traitement des 516 
infections liées aux rétrovirus. Ces médicaments sont dirigés spécifiquement contre les 517 
protéines virales du rétrovirus nécessaires au processus de réplication virale. C'est en 518 
Figure 3. Étape de maturation viral du VIH-1 suite à son bourgeonnement.  
Adapté de (Bell and Lever, 2013) 
 
 
 
 
Figure 20. Étape de maturation du virus VIH-1 suite à son bourgeonnement.  
Adapté de (Bell and Lever, 2013) 
 
 
 
 
Figure 21. Étape de maturation du virus VIH-1 suite à son bourgeonnement.  
Maturation viral 
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1969 que le premier composé antiviral fut créé et dirigé contre le virus de l'influenza A 519 
et B (Wingfield et al., 1969). Avec l'avancement de la biologie moléculaire moderne et 520 
la compréhension du cycle réplicatif du VIH-1, la découverte fortuite d'antiviraux fut 521 
largement remplacée par des approches mécanistiques basées sur l'homologie des 522 
sites actifs des enzymes / cibles et des structures de protéines virales. C'est en 1987 523 
que la première molécule antirétrovirale dirigée contre la RT du VIH fut développée 524 
sous le nom de zidovudine (AZT, Retrovir). Cette découverte permit d'introduire la 525 
monothérapie, soit l'utilisation d'un seul antirétroviral, pour traiter les symptômes liés 526 
au VIH-1. 527 
 528 
 529 
La découverte des inhibiteurs de la protéase durant les années 90 fut très 530 
encourageante pour les personnes infectées, car il était maintenant possible d'inhiber 531 
deux des trois enzymes essentiels au VIH-1. Plusieurs essais cliniques pointèrent 532 
l'avantage d'utiliser une combinaison de ces inhibiteurs pour lutter contre le VIH-1, 533 
passant de la dithérapie en 1992 à la trithérapie (combinaison de trois drogues 534 
antirétrovirales) nommée HAART (de l'anglais''Highly Active Antiretroviral Therapy'') en 535 
1996. C'est d'ailleurs celle-ci que nous utilisons encore aujourd'hui. La combinaison de 536 
ces antirétroviraux était si efficace que la mortalité lié au VIH passa de 29.4 / 100 537 
personnes par années en 1995 (dithérapie) à 8.8 / 100 personnes par années en 1997 538 
(trithérapie) (Figure 4) (Palella et al., 1998). Cette réussite a accentué les efforts de la 539 
communauté scientifique à développer de nouvelles molécules antirétrovirales pour 540 
atteindre 27 médicaments approuvés par la FDA (de l'anglais ''Food and Drug 541 
Administration'') en 2014. Ces médicaments sont séparés en 6 classes distinctes par 542 
rapport à leurs mécanismes moléculaires ainsi qu'au profil de résistance du VIH envers 543 
eux: (1) inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), (2) inhibiteurs 544 
non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), (3) inhibiteurs de l'intégrase, 545 
(4) inhibiteurs de la protéase, (5) inhibiteurs de fusion et (6) les antagonistes des 546 
corécepteurs. Tous ces médicaments ont pour but de diminuer la charge virale de 547 
l'organisme et de rétablir le nombre de cellules T CD4+ à plus de 350 par mm3. 548 
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1.2.1 Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse 549 
 550 
 551 
Les INTIs furent la première classe d'agents antirétroviraux à être approuvée par la 552 
FDA (Young, 1988). Les INTIs sont administrés en tant que prodrogue qui doivent être 553 
phosphorylés à l'intérieur la cellule hôte par les kinases cellulaires pour avoir un effet 554 
antirétroviral (Hart et al., 1992; Mitsuya and Broder, 1986). Ces molécules ne 555 
possèdent pas de groupe hydroxyle en 3' au niveau du groupement sucre de la 556 
molécule. Donc, si cette molécule est utilisée par la RT virale, elle va empêcher la 557 
formation du lien phosphodiester en 3'-5' avec les prochains nucléosides triphosphates. 558 
Ce qui résulte en une terminaison précoce de la chaîne d'ADN virale ainsi formée, la 559 
rendant incomplète (Balzarini et al., 1989; Cheng et al., 1987; Richman, 2001). 560 
Actuellement, la FDA a approuvé l'utilisation de huit INTIS: abacavir (ABC, Ziagen), 561 
Figure 4. Mortalité et fréquence d'utilisation des différentes combinaisons 
d'antirétroviraux chez les patients infectés au VIH-1 ayant moins de 100 cellules 
CD4+ / mm3. 
Adapté de (Palella et al., 1998) 
 
 
 
 
Figure 23. Schématisation de la conformation d'une nanoparticule contenant la 
ritonavir, constituée de PLGA, de CTAB et d'APV.Figure 24. Mortalité et 
fréquence d'utilisation des différentes combinaisons d'antirétroviraux chez les 
patients infectés au VIH-1 ayant moins de 100 cellules CD4+ / mm3. 
Adapté de (Palella et al., 1998) 
 
 
 
 
Figure 25. Schématisation de la conformation d'une nanoparticule contenant la 
ritonavir, constituée de PLGA, de CTAB et d'APV. Figure 26. Mortalité et 
fréquence d'utilisation des différentes combinaisons d'antirétroviraux chez les 
patients infectés au VIH-1 ayant moins de 100 cellules CD4+ / mm3. 
Adapté de (Palella et al., 1998) 
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didanosine (ddI, Videx), emtricitabine (FTC, Emtriva), lamivudine (3TC, Epivir), 562 
stavudine (d4T, Zerit), zalcitabine (ddC, Hivid), zidovudine (AZT, Retrovir), et Tenofovir 563 
disoprovil fumarate (TDF, Viread).  564 
 565 
 566 
1.2.2 Inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse 567 
 568 
 569 
Les INNTI inhibent la RT du VIH-1 en se liant sur la RT sans chevaucher le site actif 570 
de l'enzyme (contrairement aux INTIs). Cette liaison provoque la formation d'une poche 571 
hydrophobique près du site actif de l'enzyme.  Cette poche va changer la conformation 572 
spatiale du site de liaison aux substrats de la RT résultant en une baisse de l'activité 573 
polymérase de l'enzyme  (Kohlstaedt et al., 1992; Spence et al., 1995; Tantillo et al., 574 
1994). Jusqu'à maintenant, il existe cinq INNTIs approuvés par la FDA: rilpivirine 575 
(Edurant), etravirine (Intelence), delavirdine (DLV, Rescriptor), efavirenz (EFV, 576 
Sustiva) et nevirapine (NVP, Viramune) 577 
 578 
 579 
1.2.3 Inhibiteurs de l'intégrase 580 
 581 
 582 
Tous les inhibiteurs de IN ciblent la réaction de transfert du brin d'ADN viral lors de son 583 
intégration dans le génome de la cellule hôte (Espeseth et al., 2000). En effet, ces 584 
inhibiteurs vont séquestrer deux ions magnésiums essentiels au site actif de l'intégrase 585 
en plus d'interagir avec l'ADN viral dans le complexe de l'enzyme grâce à leurs 586 
groupements hydrophobes (Grobler et al., 2002). Il existe deux inhibiteurs de 587 
l'intégrase: Isentress (raltegravir) et Tivicay (dolutegravir). 588 
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1.2.4 Inhibiteurs de la protéase 589 
 590 
 591 
Les IPs sont des molécules chimiques similaires aux peptides qui inhibent l'action de 592 
l'homodimère Gag/Pol par compétition pour le site actif de la protéase (Nijhuis et al., 593 
2001; Rana and Dudley, 1999). Il est à noter que l'action de la protéase virale survient 594 
dans le stade tardif du cycle réplicatif du VIH-1 et donc que l'ajout de IPs ne peut 595 
empêcher l'infection de nouvelles cellules immunitaires. C'est pour cette raison, que 596 
tous les IPs sont utilisés en combinaison avec un ou plusieurs inhibiteurs de la RT. Il 597 
existe dix IPs approuvés par la FDA: amprenavir (APV, Agenerase), atazanavir (ATZ, 598 
Reyataz), darunavir (TMC114, Prezista), fosamprenavir (Lexiva), indinavir (IDV, 599 
Crixivan), lopinavir (LPV), nelfinavir (NFV, Viracept), ritonavir (RTV, Norvir), saquinavir 600 
(SQV, Fortovase/ Invirase), et tipranavir (TPV,Aptivus). 601 
 602 
 603 
1.2.5 Inhibiteur de fusion 604 
 605 
 606 
L'inhibiteur de fusion nouvellement approuvé en 2013 par le FDA (Fuzeon, enfuvirtide 607 
(T-20)), a été conçu en se basant sur le mécanisme de fusion du VIH à la cellule hôte. 608 
En effet, l'interaction entre deux domaines homologues de la gp41 semble essentielle 609 
pour cette fusion (Wilen et al., 2012).Cet inhibiteur mime un de ces domaines et 610 
déstabilise les interactions intramoléculaires de la protéine virale (Lalezari et al., 2003).  611 
 612 
 613 
1.2.6 Antagoniste de corécepteur CCR5 614 
 615 
 616 
Cet antagoniste (Selzentry, maraviroc (MVC)) est une petite molécule capable de lier 617 
une poche hydrophobique au niveau des hélices transmembranaires de CCR5 (Tsamis 618 
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et al., 2003). Étant un inhibiteur allostérique, cette molécule déforme de manière stable 619 
le récepteur CCR5 et empêche sa reconnaissance par la tige boucle V3 de la gp120 620 
et son récepteur spécifique (Kondru et al., 2008).  621 
 622 
 623 
1.3 Résistance aux antirétroviraux 624 
 625 
 626 
L'effet suppresseur des antirétroviraux sur la charge virale du VIH-1 est sans conteste 627 
le plus grand succès de HAART. Cependant, il n'est pas rare de voir une virémie faible, 628 
mais chronique, chez les patients en trithérapie. Cette persistance virale est associée, 629 
d'une part, à la mutagenèse de certains facteurs du VIH-1 favorisant la diminution des 630 
effets inhibiteurs des antirétroviraux, ce qui force les patients à modifier les 631 
combinaisons d'antirétroviraux utilisées. D'autre part, tous les antirétroviraux ne font 632 
pas les mêmes effets sur tous les patients. En effet, des problèmes d'intolérance, 633 
d'interactions avec d'autres médicaments et de limitation d'action au niveau de certains 634 
organes nuisent à l'efficacité d’un ou de plusieurs médicaments chez certains patients. 635 
De plus, l'opacité de certains organes face aux antirétroviraux va jusqu'à favoriser la 636 
persistance de la réplication du virus et promouvoir sa résistance dans les organes 637 
réservoirs. 638 
 639 
 640 
1.3.1 Les facteurs viraux 641 
 642 
 643 
Selon les estimations, la RT introduit une mutation dans le génome viral à tous les 644 
1000-10,000 nucléotides synthétisés lors du processus de transcription inverse 645 
(Mansky and Temin, 1995; O'Neil et al., 2002). Sachant que le génome du VIH-1 est 646 
d'environ 10,000 nucléotides, 1 à 10 mutations pourraient potentiellement être 647 
générées à chaque cycle réplicatif. Avec cet énorme potentiel de diversité génétique, 648 
 18 
il était établi que les variants du VIH-1 possédant une susceptibilité moindre à un ou 649 
deux médicaments antirétroviraux, préexistaient déjà avant le début de la thérapie 650 
antirétrovirale (Coffin, 1995). De plus, la longévité actuelle des personnes atteintes du 651 
VIH-1 sous traitement antirétroviral risque de potentialiser l'émergence de variants 652 
résistants. C'est pour ces raisons que l'utilisation de la trithérapie est fortement 653 
recommandée depuis 2010 afin d'éviter l'apparition trop rapide de souches résistantes. 654 
 655 
 656 
1.3.2 Les facteurs de l'hôte 657 
 658 
 659 
Plusieurs facteurs chez l'hôte peuvent devenir une barrière physique à la trithérapie. 660 
C'est tout particulièrement le cas des glycoprotéines de type P (P-gp). Originalement, 661 
cette protéine a été identifiée chez une variété de cellules tumorales pour son habilité 662 
à conférer une résistance à de multiples médicaments (Juliano and Ling, 1976). Chez 663 
l'humain, la P-gp est codée par le gène ABCB1 et est composée d'un seul monomère 664 
formé de 12 domaines transmembranaires ancrés dans la membrane plasmique. Elle 665 
appartient à la superfamille des transporteurs ABC (ABC de l'anglais ''ATP Binding 666 
Cassette''). Les P-gp se retrouvent principalement au niveau des cellules de l'intestin, 667 
dans l'endothélium de la barrière hématoencéphalique (BHE) et dans la barrière 668 
hématotesticulaire (van der Valk et al., 1990). Ces pompes adénosine triphosphate-669 
dépendantes ont pour fonction de transporter une large gamme de substances 670 
organiques toxiques à l'extérieur des cellules/organes (Thiebaut et al., 1987, 1989). 671 
Dans le cas du VIH-1, ces pompes à efflux peuvent limiter l'accès de certains 672 
antirétroviraux à plusieurs sites d'infections. C'est particulièrement le cas des IPs qui 673 
semblent être des substrats de hautes affinités pour les P-gp (Kim et al., 1998; Lee et 674 
al., 1998; Zastre et al., 2009). L'incapacité de certains antirétroviraux à pénétrer dans 675 
les organes à cause de ces pompes, limite l'effet inhibiteur de ces médicaments sur le 676 
VIH-1 et favorise l'émergence de réservoirs anatomiques pour la réplication virale au 677 
niveau du cerveau et des testicules. 678 
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1.3.3 Le système nerveux central comme réservoir anatomique 679 
 680 
 681 
Le système nerveux central (SNC) est séparé du reste du corps par la BHE. Cette 682 
interface majoritairement composée de cellules endothéliales microvasculariées et 683 
d'astrocytes a pour fonction de réguler de manière très stricte les efflux d'ions, de 684 
molécules et de leucocytes dans le SNC. Cependant, l'infection au VIH contribue au 685 
dérèglement progressif de la BHE favorisant une dysfonction de la barrière  (Kanmogne 686 
et al., 2007). Ce changement de la BHE permet au VIH et aux cellules infectées par 687 
celui-ci d'envahir le SNC au courant de l'infection primaire avant le début du HAART. 688 
Les neurones et les astrocytes expriment une quantité de récepteurs de chimiokines 689 
comme CCR5 et CXCR4 les rendant susceptibles à une infection virale (Asensio and 690 
Campbell, 1999; Miller and Meucci, 1999). Ces dernières ne sont cependant pas 691 
reconnues pour permettre la réplication du VIH-1 de manière efficace en comparaison 692 
aux microgliocytes qui sont la source de réplication principale du VIH au début de 693 
l'infection dans le SNC (Wiley et al., 1986). Cette réplication virale dans le SNC 694 
provoque des conditions d'inflammation et le relâchement de molécules pro-695 
inflammatoires par les cellules cérébrales comme l'interféron-α/-γ, CCL2, CXCL12, 696 
MIP1-α/-β (de l'anglais ''macrophage inflammatory protein''), CCL5, NGF (de l'anglais 697 
''nerve growth factor), CCL19 ainsi que CCL21 (Alt et al., 2002; Asensio and Campbell, 698 
1999; Engelhardt, 2006; Lalor and Segal, 2010; Sas et al., 2009). Ce cocktail de 699 
molécules inflammatoires diminue l'étanchéité et augmente l'expression de molécules 700 
d'adhésion (Gartner, 2000) de la BHE tout en favorisant le relâchement de ces 701 
molécules dans la circulation sanguine. Ces éléments déclenchent l'infiltration de 702 
monocytes dans le SNC (Gartner, 2000; Williams et al., 2012). Une fois entrée dans le 703 
SNC, ces cellules deviendront infectées par le VIH-1 et produiront activement de 704 
nouveaux virions. Ces cellules vont participer au maintien de l'inflammation dans le 705 
SNC en produisant l'IL-1β et IL-6 (Kaul et al., 2001). Malgré le dysfonctionnement de 706 
la BHE à des endroits ciblés, cette barrière reste majoritairement imperméable aux 707 
antirétroviraux comme les IPs. Ce phénomène engendre une baisse de la densité et 708 
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de la sensibilité synaptiques ainsi qu'une perte neuronale sélective (Masliah et al., 709 
1997; Wiley et al., 1994) pouvant mener à des troubles neurocognitifs associés au VIH.  710 
 711 
 712 
1.4 Problématique 713 
 714 
 715 
Avec un bon suivi de la médication, la trithérapie supprime la réplication virale sérique 716 
pendant des décennies, augmentant considérablement l'espérance de vie des 717 
individus infectés par le VIH-1. Cependant, certains de ces médicaments et tout 718 
particulièrement les IPs ne peuvent pénétrer facilement dans tous les organes causant 719 
ainsi des réservoirs anatomiques du VIH-1. Cette limitation favorise la persistance 720 
d'une infection chronique permettant la réapparition rapide d'une forte virémie si les 721 
traitements sont interrompus ou s'il y a apparition de virus résistants. De surcroît, 722 
l'entrée du VIH-1 dans le SNC cause des perturbations qui favorisent le développement 723 
de déficits cognitifs, comportementaux et moteurs chez 40-60% des personnes 724 
infectées (Ances and Ellis, 2007; Kaul et al., 2005) affectant considérablement leur 725 
qualité de vie. De plus, l'utilisation de la trithérapie à long terme créée une neurotoxicité 726 
associée à son accumulation (Marra et al., 2009).  727 
 728 
 729 
Sachant que le VIH-1 maintient une réplication active dans le cerveau, malgré 730 
l'utilisation de la HAART, et que cette situation cause des problèmes neurologiques, il 731 
devient nécessaire d'augmenter la biodisponibilité des antirétroviraux dans le SNC afin 732 
de limiter la réplication du VIH-1 dans ce réservoir. Le moyen pour réduire ce réservoir 733 
viral tout en limitant la toxicité serait de cibler spécifiquement les antirétroviraux vers le 734 
SNC. L'utilisation de cellules du système immunitaire de type monocytaire comme 735 
outils de transport pour délivrer les antirétroviraux dans le SNC serait tout à fait 736 
appropriée. Pour ce faire, nous proposons d'empaqueter les antirétroviraux 737 
traditionnels dans des particules cristallines de taille nanométrique (nanoARV) qui 738 
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seraient phagocytées par les monocytes, cellules ayant la capacité de migrer à travers 739 
la BHE (Williams et al., 2012). Comparativement à d'autres méthodes de distribution 740 
de médicaments, ce procédé cible spécifiquement les organes biocompatibles avec 741 
ces cellules. De plus, le fait d'empaqueter les nanoARV dans les cellules pourrait 742 
prolonger le temps de redistribution du médicament dans le corps ce qui permettrait 743 
une diminution de la prise de médication à court terme. 744 
 745 
 746 
Il est connu que le VIH-1 provoque des conditions d'inflammation chronique (Dube and 747 
Sattler, 2010; Tien et al., 2010), engendrant une augmentation systémique de la 748 
prostaglandine E2 (PGE2) (Fitzgerald et al., 2012). Cette molécule possède plusieurs 749 
rôles pro-inflammatoires, dont celui d'augmenter la migration cellulaire des monocytes 750 
(Cote et al., 2009). En effet, la PGE2 augmente l'expression du récepteur cellulaire 751 
CCR7 (de l'anglais ''C-C chemokine receptor type 7'') impliqué dans la migration, à la 752 
surface des monocytes sanguins (Côté et al., 2009). Les cellules possédant ces 753 
récepteurs vont migrer plus efficacement vers les endroits contenant les ligands 754 
naturels (CCL19 et CCL21) de CCR7. Sachant que ses ligands sont exprimés en cas 755 
de neuro-inflammation (Alt et al., 2002), il serait intéressant d'utiliser ce récepteur afin 756 
de faciliter l'entrée des cellules chargées en nanoARV à l'intérieur du SNC.  757 
 758 
 759 
1.5 Objectifs  760 
 761 
 762 
Les travaux de ce projet de recherche vont permettre de répondre aux questions 763 
suivantes: 1- Serait-il possible de fabriquer une nanoARV capable d'être chargée à 764 
l'intérieur des Mono-Mac-1? 2-Est-ce que les cellules chargées en nanoARV et 765 
stimulées avec la PGE2 seraient capables de passer à travers la barrière 766 
hématoencéphalique? 767 
 768 
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 Pour répondre à ces questions, six objectifs spécifiques ont été établis: 769 
1-  Fabriquer des nanoARV de taille et de charge convenable avec la méthode 770 
d'émulsion par sonication.  771 
2-  Vérifier la cytotoxicité des nanoARV formés envers les cellules MM-1 grâce à 772 
des mesures de viabilité cellulaire avec le bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-773 
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT).  774 
3-  Mesurer la capacité de chargement de nanoARV à l'intérieur des cellules MM-775 
1 dans le temps.  776 
4-  Évaluer la capacité de rétention des nanoARV à l'intérieur des cellules MM-1 777 
ainsi que la vitesse de relâchement de l'ARV dans le milieu, dans le temps. 778 
5-  Reconstituer une BHE à l'aide de cellules endothéliales-microvascularisées de 779 
culture primaire (ACBRI-376) et d'astrocytes de culture primaire (ACBRI-371). 780 
6-  Déterminer la capacité de migration des cellules MM-1 chargées avec la 781 
nanoARV et stimulé avec la PGE2 à travers la BHE formée dans l'objectif 782 
précédent.783 
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CHAPITRE 2 784 
 785 
 MATÉRIEL ET MÉTHODES 786 
 787 
 788 
 789 
2.1 Préparation et caractérisation des nanoARV 790 
 791 
 792 
Le surfactant utilisé pour la formation des nanoARV a été le PLGA (Poly(lactic-co-793 
glycolic acid)(Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, États-Unis). L'antirétroviral employé 794 
pour former les nanoARV a été le ritonavir, qui est un médicament couramment utilisé 795 
en trithérapie. Les nanoparticules contenant la ritonavir (NanoRTV) ont été formées 796 
par émulsion des solvants organiques/solvants aqueux à l'aide de la sonication selon 797 
les techniques couramment employées et publiées (Kanmogne et al., 2012; Mainardes 798 
and Evangelista, 2005; Song et al., 2008). Les nanoRTV ont été fabriqués avec 0,3g 799 
de PLGA (RESOMER RG 752 H) (Sigma-Aldrich) ainsi que 0,0625g de ritonavir (LKT 800 
Laboratories, Inc., St-Paul, USA) ajoutés à 2 ml de dichlorométhane (DCM) (Grade 801 
CLHP) contenant 1% (p/v) CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) (Sigma-Aldrich) 802 
et mélangés jusqu'à dissolution complète. Cette solution a été ensuite ajoutée à 22,5 803 
ml d'alcool polyvinyle (APV) 1% (p/v) (Sigma-Aldrich) prérefroidi à 4°C, dans un tube 804 
conique en verre. La solution de surfactants contenant l'antirétroviral a été ensuite fixée 805 
à un support et soniquée en utilisant un ''Ultrasonic Processor 120V 40/60Hz'' (Cole 806 
Parmer, Vernon Hills, IL) à une amplitude de 40% (6-10 Watts) avec une sonde ayant 807 
une pointe de 1/4' pour 1 minute et ensuite déposée sur glace 3 min (ces manipulations 808 
ont été répétées 5 fois). La suspension restant a été ensuite agitée au vortex pendant 809 
la nuit à température ambiante pour évaporer le DCM. La suspension a été ensuite 810 
centrifugée à 20 000 g pour 15 minutes à 4°C. Après la décantation du surnageant, le 811 
culot a été lavé et décanté avec 15 ml d'eau filtrée et osmose inversée 18-MΩ (lavage 812 
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refait une seconde fois). Les nanoRTV ont été resuspendus dans du mannitol 1% 813 
(Sigma Aldrich) avant d'être congelé pour leur stockage (temps de conservation de 1 814 
mois). La taille des particules ainsi que leurs Zeta potentiels ont été mesurés avec une 815 
dilution 1/40 des nanoRTV dans un tampon HEPES 10mM 7.4 pH avec un ''Malverne 816 
Zetasizer Nano serie instruments'' (Malvern Intruments Inc, Westborough, MA). La 817 
concentration finale de ritonavir dans les nanoRTV a été déterminée par 818 
chromatographie liquide à haute performance grâce à une courbe standard allant de 819 
0,1 à 100 µg/ml selon la méthode de Abdelhay (Abdelhay et al., 2012). 820 
 821 
 822 
2.2 Culture cellulaire 823 
 824 
 825 
La lignée cellulaire MM-1 a été initialement dérivée de la lignée parentale MONO-MAC, 826 
qui a été elle-même établie à partir des monocytes périphériques du sang provenant 827 
d'un patient diagnostiqué avec la leucémie périphérique monoblastique aiguë. La 828 
lignée cellulaire MM-1  (ACC 252) a été obtenue à partir de la collection de culture 829 
cellulaire et de microorganismes allemands (Braunscheig, Allemagne). Ces cellules ont 830 
été cultivées dans du milieu  RPMI 1640 (350-000-CL)(Wisent, St-Bruno, Québec) 831 
complet, supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin inactivé à la chaleur, 100µg/ml 832 
streptomycine (Wisent), 100 unités/ml de pénicilline (Wisent), 1mM de sodium pyruvate 833 
(Wisent) et 1% d'acides aminés non essentiels (Wisent).  834 
 835 
 836 
Les cellules endothéliales microvasculaires du cerveau humain (CEMVCH) (ACBRI-837 
376) ainsi que les astrocytes humains (AH) (ACBRI-371) étaient tous les deux de 838 
provenance de culture primaire humaine (Applied Cell Biology Reseach Institute, 839 
ACBRI, Kirkland, WA). Plus de 95% des CEMVCH étaient positives aux facteurs de 840 
von Willbrand / Facteur VIII. La caractérisation des astrocytes a montré que >99% des 841 
AH étaient positives aux GFAP (de l'anglais ''Glial fibrillary acidic protein''). Les 842 
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CEMVCH et les AH ont été respectivement cultivés dans du milieu complet avec sérum 843 
CS-C (4Z0-500) (ACBRI) supplémenté en ''CultureBoost'' (4CB-500) (ACBRI) et du 844 
milieu complet CS-C sans sérum (4Z0-643) (ACBRI). Les deux types cellulaires ont été 845 
cultivés avec des facteurs d'attachement (4Z0-210) (ACBRI), les réactifs pour passage 846 
(4Z0-800) (ACBRI) et l'antibiotique ''BAC-OFF'' (4Z0-643) (ACBRI). Les cellules ont été 847 
obtenues au passage 2 et étaient utilisées entre les passages 2-8 pour toutes les 848 
expériences. 849 
 850 
 851 
2.3 Cytotoxicité 852 
 853 
 854 
Afin de déterminer le potentiel cytotoxique des nanoRTV sur les cellules, les cellules 855 
MM-1 ont été traitées avec une concentration de 100 µM de ritonavir, mesurée dans 856 
les nanoRTV, pour une période de temps allant de 2 h à 24 h. La cytotoxicité a été 857 
évaluée à l'aide du 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 858 
(Sigma-Aldrich) selon cette méthode (Mosmann, 1983). Pour les essais, 50 000 859 
cellules ont été suspendues dans 100 µl de milieu RPMI 1640 sans rouge de phénol 860 
mis en présence de 100 µl contenant  la nanoRTV (100 µM ritonavir dans 200 µl) pour 861 
différents temps (0-24 h) à 37°C, 5% CO2. Après le temps voulu, 10 µl de réactif MTT 862 
(5mg / ml) ont été ajoutés suivi d'une incubation de 3 h à 37°C, 5% CO2. Par la suite, 863 
150 µl de méthanol acide (0,08 N HCL) a été ajouté pour lyser les cellules et solubiliser 864 
les cristaux colorés de formazan. Une analyse colorimétrique a été effectuée au 865 
spectrophotomètre à la longueur d'onde de 570nm.  866 
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2.4 Chargement, rétention et relâchement de la nanoRTV 867 
 868 
 869 
Les cellules MM-1 (2 X 106 cellules par puits) ont été cultivées avec la nanoRTV à 100 870 
µM de ritonavir, mesurée dans les nanoRTV. Le chargement de la nanoRTV a été 871 
évalué sans changement de milieu jusqu'à 24 h avec des collectes de cellules à 872 
différents temps. Un contrôle sans cellule a été fait en parallèle et récolté aux mêmes 873 
temps. Les échantillons récoltés ont été centrifugés à 150 g pendant 5 minutes à 4°C. 874 
Le culot de cellules a été ensuite lavé trois fois avec du tampon phosphate salin. Par 875 
la suite, les échantillons ont été resuspendus dans 200 µl de méthanol (grade CLHP) 876 
et les cellules ont été lysées par sonication (50% d'amplitude) puis les échantillons ont 877 
été centrifugés à 18 000 g pendant 15 minutes à 4°C. Les extraits ont été stockés à -878 
80°C jusqu'à analyse au CLHP. 879 
 880 
 881 
Après un temps d'exposition au nanoRTV de 8 h dans du milieu RPMI1640 complet, 882 
les cellules MM-1 ont été déposées sur du milieu de séparation par densité (305-101-883 
CL) (Wisent) et centrifugées à 400 g pendant 30 minutes. Après, les cellules MM-1 ont 884 
été récoltées, resuspendues dans du  RPMI1640 complet sans nanoRTV et misent 885 
dans 6 pétris 100 mm contenant chacun 5 x 106 cellules. Au temps désiré, 1 x 106 886 
cellules (en duplicata) et 1 ml du milieu a été récolté dans un pétri 100 mm. Les cellules 887 
ont été centrifugées à 150 g, 5 minutes à 4°C. Par la suite, les cellules ont été 888 
resuspendues dans 200 µl de méthanol, lysées et stockés comme pour les essais de 889 
chargement. Le milieu de culture récolté a été dé-protéiné en ajoutant 200 µl de milieu 890 
de culture dans 800 µl de méthanol 100% (grade CLHP) et vortexé vigoureusement 891 
pendant 10 secondes. Ensuite, les échantillons ont été centrifugés à 18000 g pendant 892 
10 minutes. Le surnageant a été par la suite transféré dans un autre tube et évaporé 893 
par centrifugation sous vide. Finalement, le culot a été dissout dans 0,275 ml de 894 
méthanol 100% (grade CLHP) et stocké à -80°C jusqu'à analyse au CLHP.  895 
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2.5 Modèle de BHE in vitro 896 
 897 
 898 
Le modèle in vitro de la barrière hématoencéphalique était composé d'une combinaison 899 
de CEMVCH et d'AH apposés dans une construction de deux compartiments dans une 900 
plaque de 24 puits (ThinCertTM, 662631) (Greiner Bio one, Allemagne). Le 901 
compartiment supérieur (chambre du haut) était séparé du compartiment inférieur 902 
(chambre du bas) par une membrane poreuse de téréphtalate de polyéthylène d'une 903 
surface de 0,336 cm2, de diamètre de pore de 3 µm et 2 x 106 cm-2 de densité de pores. 904 
Les CEMVCH étaient cultivés à confluence sur la face supérieure de la membrane 905 
tandis que les HA étaient cultivés sur la face inférieure. La formation d'une BHE 906 
fonctionnelle prenait au minimum 6 jours, confirmée par des mesures de résistance 907 
électrique transépithéliale (RÉTÉ). En utilisant ce système, il était possible d'examiner 908 
la capacité de migration transendothéliale des cellules MM-1 chargées en nanoRTV à 909 
travers cette barrière. 910 
 911 
 912 
2.6 Mesure de résistance électrique transépithéliale (RÉTÉ) 913 
 914 
 915 
La RÉTÉ a été mesurée avec un voltmètre ''EVOM'' (World Precision Instrument, 916 
Sarasota, FL, USA). Les mesures de RÉTÉ ont été prises 3-4 h après un changement 917 
de milieu de culture à température ambiante. La résistance électrique de l'insert sans 918 
cellules avec milieu de culture a été soustraite de la RÉTÉ obtenue chez les inserts 919 
avec les CEMVCH et les AH pour donner une valeur en Ω/cm2. 920 
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2.7 Essais de migration des cellules MM-1 à travers la BHE 921 
 922 
 923 
Tous les essais de migration ont été effectués en utilisant le protocole de coculture de  924 
CEMVCH / AH établi au jour 6 après que l'intégrité de la membrane soit vérifiée par 925 
mesure de RÉTÉ. Tout d'abord, les cellules MM-1 ont été stimulées ou non avec la 926 
PGE2 à 1 µM pendant 24 h. Ensuite, les cellules ont été mises en présence de la 927 
nanoRTV à 100 µg/ml pendant un temps de chargement de 8 h. Les essais de 928 
migration étaient effectués en présence et en absence d'un gradient chimiotactique. 929 
Les chimioattractants utilisés ont été CCL19 recombinant (361-MI-025) (R&D systems, 930 
MN, USA) et CCL21 recombinant (366-6C-025) (R&D systems), tous deux à 300 ng/ml. 931 
Ces chimiokines ont été ajoutées dans la chambre du bas juste avant le début de la 932 
migration. Les cellules MM-1 (2,5 x 105 cellules) stimulées ou non à la PGE2, chargées 933 
en nanoRTV, ont été ajoutées dans la chambre du haut de l'insert pour chaque 934 
échantillon. Les chambres ont été par la suite incubées 12 h à 37°C, 5%CO2. Ensuite, 935 
les cellules MM-1 ayant migrées à travers la BHE ont été récoltées en lavant deux fois 936 
le dessous de l'insert avec le milieu de culture dans le puits et en récoltant celui-ci. 937 
Certains contrôles, comme les inserts uniquement, les inserts avec AH seulement et 938 
les inserts avec CEMVCH ont été effectués afin de comparer avec les cocultures avec 939 
et sans chimiokines. Le pourcentage de migration à travers les inserts uniquement a 940 
été calculé par rapport au nombre initial de cellules ajoutées dans la chambre du haut, 941 
en comptant les cellules par cytométrie en flux. La migration des cellules à travers la 942 
BHE reconstituée a été évaluée pour chaque condition par rapport aux MM-1 non 943 
chargées et non pré-stimulées.  .944 
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CHAPITRE 3 945 
 946 
RÉSULTATS 947 
 948 
 949 
 950 
3.1 Caractéristiques des nanoRTV  951 
 952 
 953 
La technique de formation de nanoparticules par émulsion avec sonication consiste à 954 
mélanger la phase organique avec une phase aqueuse à l'échelle nanométrique. Le 955 
polymère (PLGA), le gras (CTAB) ainsi que la ritonavir dissous dans la phase 956 
organique sont fortement homogénéisés avec la phase aqueuse contenant l'alcool 957 
Figure 5. Schématisation de la conformation d'une nanoparticule contenant la 
ritonavir, constituée de PLGA, de CTAB et d'APV.  
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polyvinyle. Les trois composants dissous dans le DCM sont insolubles dans la solution 958 
aqueuse, ce qui provoque une agrégation des polymères et des gras ensemble de par 959 
leur hydrophobicité et l'encapsulation des poches de DCM contenant la ritonavir du 960 
même coup. Le DCM est ensuite éliminé par évaporation. La figure 5 schématise une 961 
nanoRTV stable utilisée pour les essais de chargement et de rétention. 962 
 963 
 964 
Plusieurs conditions expérimentales ont été testées pour l'obtention des nanoparticules 965 
de ritonavir. La sonication en bécher, en erlenmeyer et en tube conique a été effectuée 966 
afin de trouver la meilleure homogénéisation de nanoRTV possible. Des sonications 967 
dans la glace, dans une chambre à 4°C et à température pièce comprenant des 968 
intervalles de temps de pause ou non ont aussi été vérifiées pour ces trois conditions. 969 
Au total, plus de 25 essais ont été expérimentés avant de trouver des particules de 970 
tailles convenables. En résumé, des sonications à 40% d'amplitude à des intervalles 971 
d'une minute suivie de pause de trois minutes sur glace, répétées à cinq reprises dans 972 
un tube conique, sont les meilleures conditions expérimentales trouvées. 973 
 974 
 975 
3.1.1 Tailles des nanoRTV 976 
 977 
 978 
Toutes les particules obtenues étaient de forme sphérique. La taille des nanoparticules 979 
a été quantifiée par rapport à la distribution de la taille de la population de nanoRTV en 980 
fonction du volume qu'elles occupaient en solution. Afin d'analyser les nanoRTV avec 981 
l'appareil ''Zetasizer Nano'' de Malvern, il était nécessaire d'avoir certains paramètres 982 
techniques, dont la viscosité de la solution (1,0031), l'indice de réfraction (IR) du 983 
dispersant (1,330), la température (20°C) et l'IR des vésicules (1,50). Toutes les 984 
analyses de tailles ont été effectués dans du tampon HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-985 
1-pipérazine éthane sulfonique) à une concentration de 10 mM. Chaque échantillon a 986 
été mesuré 3 fois par l'appareil. Les particules formées ne devaient pas être en deçà 987 
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de 10 nm (trop petit pour une bonne encapsulation de la ritonavir) et au-dessus de 1,5 988 
µm (trop gros pour le chargement à l'intérieur des monocytes) comme illustré en rouge 989 
sur la figure 6. Cette figure représente l'analyse d'un échantillon en triplicata ayant une 990 
moyenne de taille de nanoRTV de 236 nm où la population se retrouve majoritairement 991 
entre 80 et 1000 nm. La population des nanoRTV est polydispersée en trois sous-992 
populations de nanoparticules soit 123, 360 et 2634 nm représentant respectivement  993 
54, 44 et 2% du volume total des nanoparticules en suspension.  994 
 995 
 996 
 997 
3.1.2 Charge des nanoRTV 998 
 999 
 1000 
La charge des nanoRTV a été quantifiée avec la mesure du potentiel zêta des 1001 
particules en suspension. Cette mesure correspond à l'intensité de la répulsion ou de 1002 
Figure 6. Exemple de la distribution de la taille des nanoparticules de ritonavir 
obtenues. 
Évaluation de la taille des nanoparticules (nm) en fonction du volume (%) obtenue 
dans les essais 261-263#, avec une moyenne de 236 nm. Chaque couleur représente 
une analyse du même échantillon Les critères d'acceptabilité des tailles sont délimités 
par une zone entre les traits pointillés rouges. 
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l'attraction électrostatique ou électrique entre particules et est nécessaire pour vérifier 1003 
la stabilité des particules en suspension. Les charges trop faibles ou trop fortes sont à 1004 
éviter (Figure 7, zones délimitées par les lignes rouges). En effet, les charges se 1005 
rapprochant trop de 0 mV auront tendance à s'agréger, alors que les charges trop 1006 
élevées (100 mV / -100 mV) risquent d'endommager les parois cellulaires. La figure 7 1007 
représente la distribution du potentiel zêta d'un échantillon en triplicata ayant comme 1008 
moyenne -39,1 mV. 1009 
 1010 
 1011 
 
 
 
 
 
Figure 7. Exemple de la distribution du potentiel zêta des nanoparticules de 
ritonavir obtenues. 
Évaluation du potentiel zêta (mV) en fonction des comptes totaux de nanoparticules 
obtenus dans l'essai 264-266#.La moyenne de ces essais est de -39,1 mV. Les 
nanoparticules doivent se retrouver entre 0 et -100 si elles sont négatives et entre 0 
et 100 si elles sont positives (Les deux zones sont hachurées en rouge.). 
 
Figure 29. Viabilité relative des cellules MM-1 en présence de nanoRTV.Figure 
30. Exemple de la distribution du potentiel zêta des nanoparticules de ritonavir 
obtenues 
Évaluation du potentiel zêta (mV) en fonction des comptes totaux de nanoparticules 
obtenus dans l'essai 264-266#.La moyenne de ces essais est de -39,1 mV. Les 
nanoparticules doivent se retrouver entre 0 et -100 si elles sont négatives et entre 0 
et 100 si elles sont positives (Les deux zones sont hachuré en rouge) 
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3.2 Évaluation de la cytotoxicité de la ritonavir encapsulée en nanoparticule 1012 
envers les cellules MM-1 1013 
 1014 
 1015 
Le potentiel cytotoxique des nanoparticules de ritonavir a été évalué par des essais 1016 
MTT durant 24 h. L'absorbance du formazan des échantillons mis en contact avec les 1017 
nanoRTV a été comparé avec les échantillons mis uniquement en contact avec la 1018 
ritonavir seule (Figure 8). Les temps de 2, 4, 6 et 12 h semblent indiquer une diminution 1019 
de la viabilité relative en comparaison au temps de 8 et 24 h. En effet, ces temps 1020 
semblent donner une viabilité relative comparable et/ou supérieure à la ritonavir seule 1021 
sans être significativement différents de ceux-ci. Ces résultats sont le cumulatif de 3 1022 
expériences indépendantes. 1023 
 1024 
Figure 8. Viabilité relative des cellules MM-1 en présence de nanoRTV. 
Viabilité testée sur des cellules MM-1 avec de la nanoRTV à une concentration en 
ritonavir de 100 µM par rapport à de la ritonavir (100 µM) seule en fonction du temps 
(heures), où chaque temps est représenté en différentes teintes de gris. Le résultat de 
8 h n'est pas significativement différent de 6 et 12 h (P > 0.3, t-test). N=3. 
 
Figure 37. Chargement des nanoRTV évalué par la mesure de ritonavir (µg/106 
cellules).Figure 38. Viabilité relative des cellules MM-1 en présence de nanoRTV. 
Viabilité testée sur des cellules MM-1 avec de la nanoRTV à une concentration en 
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3.3 Évaluation de la capacité de chargement des nanoRTV dans la lignée 1025 
monocytaire MM-1 1026 
 1027 
 1028 
La capacité de chargement des nanoRTV à l'intérieur des cellules MM-1 a été évaluée 1029 
en mettant les cellules en présence nanoRTV ayant une concentration de 100 µM en 1030 
ritonavir. La figure 9 représente les résultats de 5 différentes expériences 1031 
indépendantes où la capacité de chargement des cellules MM-1, par million de cellules, 1032 
a été évaluée sur un temps de 12 h. Le chargement en ritonavir semble se faire de 1033 
manière graduelle allant de 12 µg/ml après 4 h jusqu'à plus de 27 µg/ml après 12 h de 1034 
chargement. De plus, les résultats de 8 et 12 h, qui ne sont pas significativement 1035 
 1036 
 1037 
Figure 9. Chargement des nanoRTV évalué par la mesure de ritonavir (µg/106 
cellules). 
Chargement effectué jusqu'à un temps de 12 h avec une concentration de départ de 
100 µM de ritonavir encapsulé. La concentration de la ritonavir chargée a été évaluée 
par CLHP (heures). 8 h est significativement différent de 6 h (*=P < 0.05, t-test). N=5. 
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différents laissent entrevoir un plateau de chargement maximal de nanoRTV par les 1038 
cellules MM-1 dans cette zone de temps. Les résultats de chargement de 24 h (non 1039 
montrés) étaient beaucoup trop variables entre les essais pour conclure une tendance. 1040 
 1041 
 1042 
3.4 Évaluation de la capacité de rétention et de relâchement des nanoRTV chez 1043 
les cellules MM-1 1044 
 1045 
 1046 
La capacité d'emmagasinage des nanoRTV à l'intérieur des cellules MM-1 a été 1047 
mesurée à la suite d'un essai de chargement de 8 h avec la nanoRTV à une 1048 
concentration de 100 µM. La concentration de ritonavir a été mesurée en microgramme 1049 
de ritonavir par million de cellules durant une période de sept jours suivant le 1050 
chargement. L'essai de rétention (Figure 10) montre que les cellules MM-1 non 1051 
stimulées (NS) à la PGE2 sont capables d'engranger une concentration deux fois plus 1052 
élevée de ritonavir que les cellules MM-1 pré-stimulées avec des valeurs respectives 1053 
de 33,45 et 15,26 µg/106 au jour 0. C'est d'ailleurs uniquement au jour 0 que la 1054 
comparaison de concentration de ritonavir intracellulaire résiduelle est 1055 
significativement différente entre les deux conditions. Après 24 H de chargement, les 1056 
deux conditions se retrouvent à des concentrations comparables avec 14,16 (NS) et 1057 
13,07 (PGE2) µg/106. Les deux conditions restent à des concentrations plus élevées 1058 
que 10 microgrammes de ritonavir par millions de cellules durant les trois jours suivant 1059 
le chargement de nanoRTV. Sept jours après le chargement de nanoRTV, les cellules 1060 
non stimulées possèdent encore 43 % de la ritonavir encapsulée au départ alors que 1061 
les cellules pré-stimulées ont encore en rétention 48 % de la quantité de ritonavir 1062 
engrangés initialement.  1063 
 1064 
 1065 
La capacité de relâchement des MM-1 a aussi été vérifiée par CLHP selon la méthode 1066 
décrite plus haut. Cependant aucune quantité de ritonavir n'a été détectée selon la 1067 
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méthode utilisée. Les facteurs de dilutions jumelées avec la limite de détection du 1068 
CLHP sont probablement en cause.  1069 
 1070 
 1071 
 
 
Figure 10. Rétention de la ritonavir encapsulée chez la lignée cellulaire MM-1 
dans le temps. 
La rétention de la ritonavir intracellulaire résiduelle (µg/106 cellules) a été évaluée 
durant une période de 7 jours chez les cellules MM-1 pré-stimulées (carré orange) ou 
non (cercle noir) avec la PGE2 pendant 24 heures. Le temps de chargement des 
cellules a été de 8 heures. La concentration de la ritonavir intracellulaire résiduelle a 
été évaluée par CLHP. Jour 0 NS est significativement différent de jour 0 PGE2 (*=P< 
0.05, t-test). N=3. 
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3.5 Reconstitution de la BHE 1072 
 1073 
 1074 
L'utilisation du modèle de co-culture en insert permet de reconstituer plusieurs types 1075 
de systèmes et de barrières cellulaires pour leur étude in vitro sans trop de difficultés 1076 
techniques. Dans le cas de la reconstitution de la BHE, il suffit d'apposer les CEMVCH 1077 
sur la surface supérieure de la membrane poreuse de l'insert (Figure 11). Les 1078 
astrocytes humains sont apposés sur la surface inférieure de la membrane poreuse. 1079 
Le but recherché de ce modèle est de séparer la chambre du haut (représentation des 1080 
vaisseaux sanguins) de la chambre du bas (représentation du SNC) par les deux types 1081 
cellulaires dont la BHE est majoritairement constituée. La reconstitution de la BHE est 1082 
vérifiée par une mesure de RÉTÉ (Figure 11) où la plus haute mesure de résistance 1083 
représente la meilleure reconstitution de la barrière. Dans ce modèle, le temps de 1084 
coculture des deux types cellulaires ainsi que leurs quantités respectives peuvent 1085 
influencer la RÉTÉ.  1086 
Figure 11. Schématisation de la co-culture de CEMVCH / AH en insert. 
La membrane poreuse est illustrée en lignes pointillées rouges. Les CEMVCH sont 
cultivés à la surface supérieure de la membrane dans l'insert, dans la chambre du 
haut. Les AH sont cultivés sur la surface inférieure de la membrane de l'insert dans 
la chambre du bas. La RÉTÉ (Ω) était mesurée comme illustré. 
 
Figure 43. Reconstitution  de la BHE évaluée entre les jours 5 à 9 de temps de coculture comprenant 
différents rapports de quantité de CEMVCH / AH.Figure 44. Schématisation de la co-culture 
de CEMVCH / AH en insert. 
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Ces paramètres ont été évalués sur un temps de 9 jours de co-culture avec 3 quantités 1087 
de chaque type cellulaire testées en combinaison. La RÉTÉ était évaluée en Ω/cm2. 1088 
La figure 12 représente les résultats de deux expériences indépendantes entre les 5 à 1089 
Figure 12. Reconstitution  de la BHE évaluée entre les jours 5 à 9 de temps 
de coculture comprenant différents rapports de quantité de CEMVCH / AH. 
En A) 0,1 x106 CEMVCH. En B) 0,25 x106 CEMVCH. En C) 0,5 x106 CEMVCH. 
Chaque graphique possède 3 quantités différentes d'AH, soit 0,1 x106, 0,25 x106 
et 0,1 x106. Reconstitution de la BHE évalué en Ω/cm2. Le 6e jour du graphique A 
(bleu) est significativement différent au 6e jour (bleu) des graphiques B et C 
(*=P<0,05, t-test). N=3 
 
Figure 53. Reconstitution  de la BHE évaluée entre les jours 5 à 9 de temps 
de coculture comprenant différents rapports de quantité de CEMVCH / AH. 
En A) 0,1 x106 CEMVCH. En B) 0,25 x106 CEMVCH. En C) 0,5 x106 CEMVCH. 
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9 jours de co-culture. Les temps de 0-4 jours n'ont pas été pris en compte, ayant des 1090 
valeurs de RÉTÉ plus bas que le 5e jour. Les tests avec 0,1 x106 de CEMVCH (Figure 1091 
12, A) donnent les résultats de RÉTÉ les plus élevés avec la combinaison de 0,1 x106 1092 
AH au niveau du 6e jour avec des valeurs de 230 Ω/cm2. La quantité de 0,25 x106 1093 
(Figure 12, B) donne les meilleures mesures de RÉTÉ (≈200 Ω/cm2) avec la 1094 
combinaison de 0,5 x106 de AH de 6 et 7 jours sans être significativement différent de 1095 
0,25 x106 pour ces mêmes jours. La quantité la plus élevée de CEMVCH (0,5 x106) 1096 
(Figure 12, C) possède les plus hautes valeurs de RÉTÉ au temps de 6 et 7 jours avec 1097 
0,5 x106 de AH ayant des valeurs de RÉTÉ de 221 et 217 Ω/cm2 respectivement pour 1098 
ces deux jours. C'est au niveau du 6e jour que les 3 quantités de CEMVCH donnent les 1099 
mesures de RÉTÉ les plus élevées. La combinaison de 0,1 x106 CEMVCH / 0,1 x106 1100 
AH semblent être le meilleur rapport de quantité en possédant la plus haute RÉTÉ au 1101 
6e jour. 1102 
 1103 
 1104 
3.6 Essais de transmigration à travers la BHE reconstituée 1105 
 1106 
 1107 
Les cellules MM-1 ont été ajoutées dans la chambre du haut du modèle de BHE (Figure 1108 
11). Le temps de transmigration était de 12 H pour toutes les conditions. La figure 13 1109 
représente les résultats de trois expériences où les différentes conditions de MM-1 1110 
transmigrent à travers la BHE reconstituée à partir des AH et des CEMVCHs en 1111 
conditions inflammatoire (CCL19 / CCL21). Chaque colonne est exprimée en 1112 
expression relative de chaque condition par rapport aux MM-1 non stimulées (colonne 1113 
grise). Les MM-1 pré-stimulées avec la PGE2 (colonne bleu) montrent un rapport de 1114 
migration assez élevé avec 6,3 en comparaison au MM-1 non stimulées (colonne 1115 
grise). À l'inverse, les MM-1 chargées en NanoRTV non pré-stimulées (colonne noire) 1116 
ont un rapport de migration plus faible que celui des MM-1 non stimulées (colonne 1117 
grise). Le rapport de migration redevient 2.3 fois plus élevé que les MM-1 non stimulées 1118 
(colonne grise) lorsque les cellules sont pré-stimulées avec la PGE2 avant de se faire 1119 
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charger en nanoRTV (colonne orange). Ces deux dernières conditions (colonne noire 1120 
et colonne orange) sont significativement différentes (P < 0,01) par test de Student. 1121 
Dans ce modèle de migration, seules les cellules pré-stimulées à la PGE2 (colonne 1122 
bleu et colonne orange) ont une augmentation de la transmigration en présence 1123 
d'inflammation en comparaison aux MM-1 non stimulées. Des tests contrôles sans 1124 
CCL19 / CCL21 ainsi que des essais dans les inserts uniquement ont aussi été 1125 
effectués (résultats non montrés). 1126 
 1127 
 1128 
Figure 13. Essai de transmigration à travers les inserts (A) et la BHE 
reconstituées avec les AH et les CEMVCH (B). 
Quatre conditions cellulaires ont été testées: Les MM-1 non stimulées (gris), les MM-1 
pré-stimulées avec la PGE2 (bleu), les MM-1 chargées en NanoRTV seulement (noir) 
ainsi que les MM-1 chargées en NanoRTV et pré-stimulées avec la PGE2 (orange). 
Les concentrations de CCL19 et de CCL21 étaient de 300 ng/ml chacune et étaient 
ajoutées dans la chambre du bas du modèle de BHE. La transmigration des MM-1 est 
représentée par l'expression relative de chacune des conditions par rapport aux MM-1 
non stimulées (gris). La ligne pointillée rouge représente la transmigration des MM-1 
non stimulées (**=P<0,01) N=3. 
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CHAPITRE 4 1129 
 1130 
 DISCUSSION ET CONCLUSION 1131 
 1132 
 1133 
 1134 
L'utilisation de la trithérapie, hautement efficace depuis la dernière décennie, a permis 1135 
d'augmenter drastiquement l'espérance de vie des personnes atteintes par le VIH-1 1136 
tout en diminuant l'apparition de cas de SIDA au Canada et aux États-Unis (Lima et al., 1137 
2007). Cependant, l'utilisation à long terme des antirétroviraux ainsi que les difficultés 1138 
de certains d'entre eux à pénétrer à travers tous les organes du corps ont favorisé 1139 
l'apparition de réservoirs anatomiques comme le cerveau pour la réplication du VIH-1. 1140 
 1141 
 1142 
L'idée de transporter les antirétroviraux avec l'aide de différents composants 1143 
organiques ou inorganiques à travers la BHE a déjà démontré des résultats 1144 
prometteurs (Mahajan et al., 2012; Vitaliano et al., 2012). Cependant, cette nouvelle 1145 
méthode met en évidence différentes problématiques comme, par exemple, le fait que 1146 
les particules doivent être non toxiques, stables dans le temps et avoir une spécificité 1147 
pour la région du cerveau. 1148 
 1149 
 1150 
Depuis quelques années, le développement de matériaux biocompatibles et 1151 
biodégradables a permis de résoudre certaines difficultés liées aux systèmes de 1152 
livraison intra corporelle. De plus, certains biomatériaux ont la faculté de se faire 1153 
endocyter de manière naturelle par certains types cellulaires spécialisés comme les 1154 
monocytes et les macrophages (Dou et al., 2007). En outre, les monocytes ont une 1155 
tendance naturelle à migrer vers les zones d'inflammation, comme celles créées par la 1156 
réplication du VIH-1 dans le SNC (Ho et al., 1986) et d'être une des quelques cellules 1157 
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capables de migrer à travers la BHE (Williams et al., 2012). L'utilisation de ces cellules 1158 
pour transporter dans le SNC des antirétroviraux encapsulés dans des biomatériaux 1159 
serait une avenue très intéressante pour contrôler la réplication du VIH-1 dans le 1160 
cerveau. 1161 
 1162 
 1163 
Le but de cette étude était de vérifier la possibilité d'utiliser les monocytes comme outils 1164 
de transport des antirétroviraux vers le SNC. Nous avons établi plusieurs objectifs 1165 
spécifiques. Le premier objectif était de fabriquer des nanoRTV de tailles et de charges 1166 
convenables avec la méthode d'émulsion par sonication. Les nanoparticules formées 1167 
par la sonication avaient l'avantage de se former rapidement et d'être faciles à obtenir. 1168 
Cependant, certaines difficultés ont été rencontrées au cours de la formation des 1169 
nanoparticules avec cette technique. En effet, beaucoup de paramètres affectent 1170 
directement le rendement d'encapsulation de la ritonavir ainsi que la taille des 1171 
nanoparticules. Au départ, le ratio de phase organique/aqueuse était de 1/5 pour 1172 
faciliter les manipulations avec des petits volumes. Cependant, ce ratio à une incidence 1173 
importante sur la taille en donnant des moyennes entre 1 et 3 µm, ce qui est beaucoup 1174 
trop gros. Par la suite, le ratio fut établi à 1/10 pour la phase organique et aqueuse 1175 
respectivement. Pendant l'optimisation, nous avons remarqué que le contenant lui-1176 
même avait un effet important sur la taille des nanoRTV. En effet, l'utilisation du bécher 1177 
ou de l'erlenmeyer résulte en une population de nanoRTV polydispersé de 100 nm à 1178 
plus de 3 µm. Ces tailles sont dues à l'utilisation d'une sonde fixe faisant en sorte que 1179 
les nanoRTV dans le bécher ne subissent pas toutes la même force de sonication, tout 1180 
dépendant d’où elles sont situées, dans l'échantillon. Afin de pallier à ce problème, 1181 
nous avons préconisé l'utilisation de tube en verre conique afin d'uniformiser la force 1182 
de sonication sur la solution. L'amplitude de sonication affecte le rendement 1183 
d'encapsulation de ritonavir. Des essais de formation de nanoRTV avec un gradient 1184 
d'amplitude de sonication allant de 20 à 100% ont été effectués. Les résultats des tests 1185 
montrent qu'une amplitude inférieure à 40% n'est pas suffisante pour provoquer une 1186 
émulsion convenable des deux phases (2 phases encore visibles après sonication). De 1187 
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plus, une amplitude supérieure à 50% limite la formation des nanoRTV, confirmé tel 1188 
que lors des lavages et par CLHP. De surcroît, le changement de densité de phase 1189 
organique/aqueuse au niveau de la sonde, lors de la sonication, provoque des 1190 
variations de force de sonication très élevées menant même à des surcharges du 1191 
sonicateur. Mélanger vigoureusement les deux phases avant la sonication semble 1192 
réduire en partie ce problème. En résumé, les paramètres optimaux obtenus avec cette 1193 
technique sont: amplitude de sonication de 40%, pointe de 1/4', ratio 1/10  phase  1194 
organique/aqueuse, volume final de 25 ml dans tube conique de 50 ml. Il est à noter 1195 
que les sonications se faisaient à température pièce où le tube conique était retenu 1196 
dans les airs par un support. De cette manière, les vibrations ne diffusaient pas à 1197 
travers d'autres matériaux, ce qui aurait pu diminuer l'amplitude réelle de l'échantillon. 1198 
Étant donné que la sonication favorise l'élévation de la température, les échantillons 1199 
étaient refroidis entre chaque sonication afin d'éviter une dégradation prématurée des 1200 
polymères de PLGA. Malgré l'établissement de paramètres très précis, il n'était pas 1201 
rare d'avoir des variations d'encapsulation de ritonavir se situant entre 40 et 90%. Cette 1202 
fluctuation pourrait être attribuée au procédé d'évaporation du DCM. En effet, certaines 1203 
études  (Mainardes and Evangelista, 2005; Wilberforce et al., 2011) indiquent que le 1204 
pourcentage d'encapsulation est dépendant de la vitesse à laquelle le solvant 1205 
organique diffuse à travers les nanoparticules. Il serait donc intéressant de faire 1206 
évaporer le DCM des NanoRTV le plus rapidement possible, en utilisant par exemple 1207 
un évaporateur rotatif. Ceci maximiserait nos chances d'avoir une plus grande 1208 
concentration de ritonavir encapsulée. 1209 
 1210 
 1211 
Les nanoparticules de PLGA/CTAB ne sont pas la seule combinaison de composés 1212 
biocompatibles pouvant former des nanoparticules. En effet, d'autres techniques ont 1213 
déjà fabriqué des nanoparticules avec les composées suivants: combinaison d'oxyde 1214 
d'éthylène et d'oxyde de propylène, un mélange de phatidylchlorines et de 1215 
phosphatidylethanoloamines d'œuf ainsi qu'avec du 1,2- distearoyl-phosphatidyl-1216 
ethanolamine-methyl-poly (éthylene-glycol) (Nowacek et al., 2009). Contrairement aux 1217 
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nanoparticules composées de PLGA, les nanoRTV formées avec les composés décrits 1218 
précédemment donnaient des formes cristallines plus cubiques ou rectangulaires avec 1219 
des potentiels-zêta positif. Néanmoins, ces mêmes études (Dou et al., 2009; Nowacek 1220 
et al., 2009) avaient aussi des nanoparticules composées de la combinaison PLGA / 1221 
CTAB, dont la taille et la charge étaient tout à fait comparables à celles obtenues dans 1222 
le laboratoire, confirmant que nos particules étaient semblables à celles de leurs 1223 
études. 1224 
 1225 
 1226 
Le second objectif était de vérifier la cytotoxicité des nanoRTV envers les cellules MM-1227 
1 grâce à des mesures de viabilité cellulaire avec le bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-1228 
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT). Contrairement à d'autres essais (Dou et al., 2007; 1229 
Nowacek et al., 2011; Nowacek et al., 2010) qui utilisaient des cellules adhérentes pour 1230 
mesurer la cytotoxicité, les cellules MM-1 sont en suspension, rendant donc la 1231 
séparation des cellules et de la nanoRTV, aussi en suspension, plus fastidieuse. Les 1232 
mesures de MTT ont montré que la nanoRTV influençait l'absorbance à 570 nm parce 1233 
que les nanoparticules avaient tendance à rester insolubles dans l'isopropanol et à 1234 
former un précipité au fond des puits. Ces problèmes pourraient justement expliquer 1235 
les changements d'absorbance allant du ratio négatif vers le ratio positif à des temps 1236 
très rapprochés comme c'est le cas à 6 et 8 h. Malgré tout, les constructions de 1237 
nanoRTV ne semblent pas posséder de cytotoxicité supérieure à l'utilisation de la 1238 
ritonavir seule.  1239 
 1240 
 1241 
Le troisième objectif était de mesurer la capacité de chargement de nanoRTV à 1242 
l'intérieur des cellules MM-1 dans le temps. Après plusieurs essais, nous avons 1243 
constaté que les cellules MM-1 sont capables d'endocyter les nanoRTV simplement en 1244 
ajoutant la nanoRTV dans leurs milieux de culture et que ce chargement augmente 1245 
dans le temps jusqu'à 12 h. Des essais effectués sur 24 h ont été écartés dû au fait 1246 
que les résultats étaient extrêmement variables lors de leur analyse au CLHP, en 1247 
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comparaison aux autres temps de chargement. Cette variation s'explique par la 1248 
manière dont était mesurée la ritonavir à chaque temps. En effet, chaque échantillon 1249 
possédait un contrôle sans cellule où seules les nanoRTV étaient ajoutées au milieu. 1250 
À chaque temps, lorsqu'un échantillon était prélevé, un échantillon contrôle était 1251 
prélevé en parallèle afin de soustraire la ritonavir encapsulée qui aurait cosédimentée 1252 
avec les cellules. La concentration de ritonavir résiduelle semble diminuer 1253 
graduellement jusqu'à 12 h contrairement aux valeurs de chargement chez les cellules, 1254 
qui elles augmentent. Après 24 h cette corrélation semble se perdre. En effet, les 1255 
concentrations en ritonavir varient énormément entre les essais. Ces variations 1256 
pourraient être causées par une trop grande mortalité cellulaire provoquant un 1257 
relargage des nanoRTV chargées ou bien seraient dues à l'agrégation des nanoRTV 1258 
entre elles, ce qui favoriserait une augmentation de la concentration en ritonavir 1259 
résiduelle par rapport à celle qui est chargée à l'intérieur des cellules. Malgré tout, le 1260 
temps de chargement ainsi que la capacité de chargement des cellules MM-1 sont tout 1261 
à fait comparables à certaines autres formulations de nanoRTV pour les temps de 8 et 1262 
12 h (Bressani et al., 2011; Nowacek et al., 2011). De plus, les concentrations de 1263 
ritonavir semblent atteindre un plateau de chargement à partir de 8 h avec des 1264 
concentrations de ritonavir non significativement différentes à celles de 12 h.  1265 
 1266 
 1267 
Le quatrième objectif était de mesurer la capacité de rétention des nanoRTV à 1268 
l'intérieur des cellules MM-1 ainsi que la vitesse de relâchement de la ritonavir dans le 1269 
milieu et ce, dans le temps. L'atteinte de cet objectif fût extrêmement difficile à cause 1270 
de plusieurs problèmes techniques. Premièrement, un certain pourcentage des 1271 
nanoRTV co-sédimentaient avec les cellules lors de leur séparation par centrifugation. 1272 
De par le fait même, ces nanoRTV altéraient la concentration réelle de ritonavir 1273 
encapsulée et relâchée par les cellules MM-1. Deuxièmement, nous avons observé la 1274 
formation de composés insolubles lors des centrifugations. Ces mêmes composés 1275 
semblent provoquer une lyse prématurée d'environ 10 à 30 % des cellules chargées. 1276 
Afin de pallier à ces problèmes, nous avons décidé de séparer les cellules de la 1277 
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nanoRTV par centrifugation avec un gradient de densité de sucrose. Cette méthode à 1278 
l'avantage de réduire le stress des centrifugations sur la paroi cellulaire des cellules 1279 
MM-1, en plus de séparer le matériel selon leurs densités respectives. Cette technique 1280 
a en effet diminué la lyse cellulaire après le chargement, en plus de séparer 1281 
complètement la ritonavir résiduelle des cellules (confirmé par CLHP). Malgré tout, 1282 
nous avons eu la chance d'obtenir des résultats concluants pour 3 essais de rétention 1283 
sur les cellules MM-1 pré-stimulées ou non à la PGE2. Les résultats de rétentions 1284 
indiquent que les MM-1 pré-stimulées ou non ont la capacité de phagocyter et de retenir 1285 
la ritonavir pendant une période d'au moins 7 jours. De plus, les résultats de rétention 1286 
des MM-1 des deux conditions montrent deux patrons de chargement différents. En 1287 
effet, les MM-1 non stimulées à la PGE2 semblent être capable de phagocyter une 1288 
quantité plus importante de nanoRTV en comparaison aux cellules avec PGE2. Ces 1289 
résultats pourraient s'expliquer du fait que la PGE2 favorise l'augmentation de la 1290 
migration cellulaire des MM-1 (Côté et al., 2009) et que ce changement cellulaire 1291 
pourrait hypothétiquement diminuer la capacité de phagocytose des cellules. De plus, 1292 
les deux conditions de rétention montrent une perte rapide de près de la moitié de la 1293 
ritonavir intracellulaire dès le premier jour suivant le chargement, ce qui suggère que 1294 
les MM-1 capturent une quantité temporaire plus élevée de nanoRTV et les relâchent 1295 
dans les 24 premières heures suivant leurs phagocytose. Les résultats typiques de 1296 
chargement de nanoparticules (Bressani et al., 2011) montrent des quantités de 1297 
drogues intracellulaires qui diminuent dans le temps à l'inverse des résultats que nous 1298 
avons obtenus pour le deuxième et troisième jours suivant le chargement. Cette 1299 
réaugmentation de ritonavir aux jours deux et trois correspond probablement à la 1300 
difficulté de comptage cellulaire pour ces mêmes temps. En effet, les cellules chargées 1301 
en nanoRTV sont visuellement difficiles à séparer des cellules non viables, faisant en 1302 
sorte que les décomptes de cellules pour ces jours sont sous-estimés. Les résultats de 1303 
rétention montrent cependant une tendance à long terme de la rétention de la ritonavir 1304 
intracellulaire. En effet, les deux conditions possèdent encore plus de 40 % de leur 1305 
quantité initiales même après 7 jours suivant le chargement. Les valeurs obtenues ont 1306 
plusieurs similitudes avec d'autres essais de rétentions chez les macrophages  1307 
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(Bressani et al., 2011; Nowacek et al., 2011; Nowacek et al., 2010) avec les 1308 
nanoparticules de PLGA/CTAB. Ces résultats mettent en évidence une capacité de 1309 
chargement et de rétention comparable aux macrophages dans une lignée modèle de 1310 
monocytes sanguins (MM-1), en plus d'avoir l'avantage de cibler un type cellulaire 1311 
capable de migrer à travers la BHE. Des essais de relâchement ont aussi été effectués 1312 
pour les mêmes temps de rétention, mais aucune quantité de ritonavir n'a pu être 1313 
détectée par la méthode d'analyse du CLHP utilisé. Les faibles quantités relâchées 1314 
ainsi que la limite de détection de l'appareil (0,1 µg/ml) sont probablement en cause. 1315 
Une augmentation de la sensibilité de détection par CLHP permettrait surement de 1316 
retrouver les quantités manquantes des analyses de rétentions.  1317 
 1318 
 1319 
Le cinquième objectif était de reconstituer une BHE à l'aide de cellules endothéliales 1320 
microvascularisées de culture primaire (ACBRI-376) et des astrocytes de culture 1321 
primaire (ACBRI-371). Les essais de coculture ont montré que c'est en majorité les AH 1322 
qui augmentent la résistance de la BHE. En effet, les contrôles de culture avec 1323 
uniquement les AH pour les quantités de 0,5 x106 cellules donnaient des mesures de 1324 
RÉTÉ semblables aux valeurs (en triangle noir) de la figure 12, C pour les mêmes 1325 
jours. Ce qui n'était pas le cas pour le ratio (0,1 x106 (CEMVCH) /0,1 x106 (AH) où 1326 
uniquement la présence des 2 types cellulaires augmentait de manière importante les 1327 
valeurs de RÉTÉ. De plus, les valeurs de RÉTÉ observées avec le plus petit ratio se 1328 
rapprochent fortement d'autres études de reconstitution de BHE  (Mahajan et al., 2008; 1329 
Mahajan et al., 2012; Mahajan et al., 2010). Ces mêmes études se basaient sur un 1330 
article (Persidsky et al., 1997) utilisant les mêmes ratios de cellules provenant de 1331 
biopsie de patients.  1332 
 1333 
 1334 
Finalement, le sixième et dernier objectif de cette recherche était de mesurer la 1335 
capacité de migration des cellules MM-1 chargées avec la nanoRTV et stimulées avec 1336 
la PGE2 à travers la BHE reconstituée en condition d'inflammation. Comme pour les 1337 
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essais de rétention et de relâchement, la technique de séparation par centrifugation 1338 
sur gradient de sucrose fut utilisée. Les résultats sont très nuancés dans les conditions 1339 
avec et sans PGE2 et c'est particulièrement le cas des cellules MM-1 chargées avec la 1340 
nanoRTV. En effet, dans le cas où il y a absence de pré-stimulation, la migration des 1341 
cellules chargées est presque deux fois moins importante en comparaison aux MM-1 1342 
non stimulées. Cependant, lorsque les cellules chargées sont pré-stimulée à la PGE2, 1343 
celles-ci migrent 4,5 fois plus que les MM-1 non stimulées et chargées avec la 1344 
nanoRTV. En fait, il semble que le chargement à lui seul diminue la migration des MM-1345 
1 de manière importante si l'on compare les MM-1 pré-stimulées aux cellules pré-1346 
stimulées et chargées avec la nanoRTV. Cependant cette perte de migration semble 1347 
être partiellement restaurée lorsque les cellules sont pré-stimulées à la PGE2. Ces 1348 
résultats montrent l'importance de pré-stimuler les MM-1 avant le chargement afin de 1349 
s'assurer qu'elles conservent partiellement leur capacité de migration. Ces résultats 1350 
vont dans le sens de nos prédictions qui étaient que les cellules MM-1 pré-stimulées à 1351 
la PGE2 devraient avoir une plus grande capacité de migration (Côté et al., 2009) que 1352 
les cellules MM-1 non stimulées en présence de CCL19 et CCL21. Ces résultats 1353 
mettent en évidence le fait que le chargement massif de nanoparticules, dans cette 1354 
expérience, provoque une diminution drastique de la capacité de migration des 1355 
cellules, ce qui limiterait clairement la capacité de migration des cellules vers les zones 1356 
d'inflammation. Certaines études (Panariti et al., 2012; Wadhwa et al., 2011) montrent 1357 
en effet que l'incorporation de nanoparticules peut favoriser une augmentation du 1358 
stress mitochondriale ainsi qu'une déstabilisation du cytosquelette cellulaire, ce qui 1359 
aurait comme conséquence de modifier morphologiquement et physiologiquement les 1360 
cellules à la suite du chargement. Nos résultats montrent que la pré-stimulation à la 1361 
PGE2 devient donc essentielle dans un contexte où les cellules seraient utilisées 1362 
comme outil de transport de nanoparticules afin de rétablir en partie leur capacité de 1363 
migration vers les zones d'inflammation dans le SNC. 1364 
 1365 
 1366 
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En conclusion, les résultats obtenus avec une lignée modèle de monocytes sanguins 1367 
(MM-1) suggèrent que ces cellules ont comme les macrophages (Bressani et al., 2011; 1368 
Nowacek et al., 2011); Nowacek et al., 2010), la capacité d'endocyter et de stocker 1369 
dans le temps une formulation de nanoRTV. De plus, cette étude fournit des 1370 
informations importantes sur leur migration à travers la BHE reconstituée en présence 1371 
ou non de nanoRTV. La prochaine étape du projet serait de vérifier l'efficacité de la 1372 
ritonavir encapsulée sur l'inhibition de la réplication du VIH-1 par les cellules qui ont 1373 
migrées à travers la BHE. 1374 
 1375 
 1376 
Cette étude a été menée à l'aide des cellules de la lignée MM-1 et d'une BHE 1377 
reconstituée in vitro afin de vérifier la possibilité d'utiliser les monocytes comme outil 1378 
de transport des antirétroviraux vers le SNC. Nos résultats suggèrent que ce type 1379 
cellulaire a la capacité d'endocyter les nanoparticules contenant la ritonavir au même 1380 
titre que les macrophages (Bressani et al., 2011; Nowacek et al., 2011) avec des 1381 
valeurs de chargement semblables à ceux-ci. En outre, la rétention des nanoRTV dans 1382 
les cellules MM-1 est comparable aux résultats obtenus pour les macrophages chargés 1383 
de nanoRTV formés à partir des biomatériaux de PLGA/CTAB (Bressani et al., 2011; 1384 
Nowacek et al., 2011; Nowacek et al., 2010).  1385 
 1386 
 1387 
La réalisation de nos objectifs a permis de mettre en évidence la capacité de migration 1388 
de cette lignée modèle de monocytes, contenant des nanoRTV, à travers la BHE 1389 
reconstituée. De surcroît, la pré-stimulation à la PGE2 semble directement influencer 1390 
la capacité de migration des MM-1 à travers la BHE en présence des chimiokines 1391 
CCL19 /CCL21. 1392 
 1393 
 1394 
Cette étude est un complément aux autres ouvrages se penchant sur l'utilisation des 1395 
cellules immunitaires comme outil de transport pour la livraison d'antirétroviraux à des 1396 
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emplacements très ciblés comme le SNC. Enfin, nos résultats proposent que les 1397 
monocytes soient des acteurs de premier plan dans ce type de thérapie, faisant partie 1398 
des cellules ayant la capacité de migrer à travers la BHE (Williams et al., 2012).1399 
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